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Porque siempre hay algo que merece la pena 
 
“Quien no quiere pensar es un fanático; quien no puede pensar es un idiota; 
quien no osa pensar es un cobarde.” 
 
                                                                  Francis Bacon (1561-1626) 
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MAP Proteína activada por mitógeno         
Mb Megabase 
MCS Sitio de clonación multiple (Multi Cloning Site) 
min Minutos  
MM Medio mínimo  
MT Microtúbulos  
MTOC Centro organizador de microtúbulos (Microtubule Organizing Centre) 
NETO Comienzo del crecimiento por el polo celular nuevo (New End Take Off)  
NPF Factores promotores de la nucleación  (Nucleation Promoting Factor) 
N-WASP Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 
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PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)  
PMSF Fluoruro de ortometil fenil sulfonilo  
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TGN                 Red de Trans Golgi (Trans-Golgi Network)  
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WASP              Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 
WT                    Estirpe silvestre (Wild Type)  
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1. LAS LEVADURAS COMO MODELO DE ESTUDIO 
La levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae y la levadura de fisión 
Schizosaccharomyces pombe son dos de las especies empleadas comúnmente como modelos de 
investigación en biología molecular. Éstas, aunque son organismos unicelulares y poseen 
rasgos comunes, son muy distintas entre sí ya que divergieron de un ancestro común hace 
330-420 millones de años (Sipiczki, 2000; Heckman et al, 2001; Hedges, 2002).  
El empleo de S. cerevisiae como sistema de estudio en el laboratorio se inicia en la 
década de 1930, cuando comienza a llevarse a cabo el estudio de su ciclo y diferenciación 
celular, siendo así mismo, el primer organismo eucariota en tener secuenciado su genoma 
completo (Goffeau et al, 1996). En cuanto a S. pombe, ya en la década de los 40 comenzaron a 
realizarse diversos estudios genéticos, pero no fue hasta finales de los años 50 del siglo 
pasado cuando empezó a utilizarse como modelo biológico para estudios de división celular, 
crecimiento y morfogénesis (Mitchison 1957; Schlake & Gutz 1993; Mitchison 1990). La 
secuenciación completa de su genoma fue publicada en el año 2002 (Wood et al, 2002). 
Ambos microorganismos, siendo eucariotas unicelulares y estando separados 
evolutivamente, comparten procesos celulares fundamentales con los metazoos. Esto los 
convierte en excelentes organismos modelo para la investigación científica, proporcionando 
enfoques e ideas complementarias sobre las funciones biológicas en eucariotas superiores. 
Ambas levaduras son sistemas genéticos manejables y fáciles de manipular en el laboratorio 
debido a que se trata de organismos de pequeño tamaño, con rápido crecimiento en medios 
de cultivos simples y no son patógenos (Fosburg, 2001)  
Algunas de las características más relevantes que convierten a estas levaduras en 
formidables modelos de estudio son su ciclo celular, su morfogénesis y su organización 
interna. La contribución de estos organismos al conocimiento de éstos y otros procesos 
celulares ha sido y es de gran relevancia para la ampliación del conocimiento en general y 
para la comprensión de los mecanismos moleculares de enfermedades humanas tales como 
el cáncer, los procesos neurodegenerativos y las enfermedades metabólicas (Cho & Hofmann, 








2. LA LEVADURA DE FISIÓN Schizosaccharomyces pombe  
La levadura de fisión S. pombe fue aislada en 1893 por P. Lindner de una variedad de 
cerveza africana. En 1921, A. Osterwalder aisló de un zumo de uva procedente del sur de 
Francia una cepa homotálica que se denominó h90. En esta cepa, aproximadamente el 90% de 
las células eran capaces de conjugar y formar esporas en un medio pobre en nutrientes. En la 
década de 1940, U. Leupold caracterizó genéticamente esta cepa que es conocida actualmente 
como 972. De esta estirpe homotálica se aislaron las cepas heterotálicas de tipo sexual 
opuesto, h+ 975 y h- 972, de las cuales proceden la mayoría de las cepas empleadas en los 
laboratorios actualmente. 
S. pombe es un hongo ascomiceto que en condiciones naturales es haploide. Posee 12,6 
Mb de ADN que codifican 5123 genes que se distribuyen en 3 cromosomas diferentes. Como 
ya se ha comentado, la secuencia completa del genoma de esta levadura fue publicada en el 
año 2002 (Wood et al, 2002). Se puede acceder a ella a través de la dirección web: http://
www.pombase.org 
2.1. Ciclo de vida de S. pombe 
La levadura de fisión presenta un ciclo de vida sencillo en el que las fases haploide y 
diploide se alternan en función de una serie de factores ambientales y de la interacción entre 
células de tipo sexual opuesto (Figura 1). 
Durante la fase haploide las células sufren sucesivas rondas de división mitótica en 
las que se pueden diferenciar las fases G1 (preparación de la maquinaria necesaria para la 
duplicación del ADN), S (duplicación de la información genética), G2 (preparación para el 
inicio de la mitosis) y M (reparto del ADN de forma equivalente entre las dos células hijas). 
Esta levadura no presenta un ciclo celular eucariótico típico, ya que no posee una fase G1 
muy obvia debido a su corta duración, apenas un 10% del total del ciclo, mientras que la fase 
G2 se extiende durante el 70% del mismo.  
En S. pombe las células haploides pueden ser de dos tipos sexuales complementarios: 
h+ y h-. La fase diploide sólo aparece cuando dos células de tipo sexual opuesto sometidas a 
condiciones limitantes de nitrógeno entran en contacto, conjugan y forman un zigoto. Este 
zigoto diploide es inestable y sufre la división meiótica de su núcleo rápidamente, de modo 
que esporula generando un asca zigótica que contiene en su interior cuatro ascosporas 
haploides. Cuando las condiciones ambientales son favorables, las ascosporas se liberan por 
dehiscencia del asca y germinan entrando de nuevo en la fase haploide del ciclo. Si los 
zigotos son inoculados en un medio rico antes de que ocurra la meiosis, pueden iniciar un 
ciclo mitótico diploide. Cuando el medio se empobrece, los diploides heterozigóticos h+/h- 




Además de las estirpes heterotálicas h+ y h- existe una estirpe homotálica h90, 
denominada así porque el 90% de las células son capaces de formar esporas. Estas células 
pueden cambiar su tipo sexual entre h+ y h- cada dos generaciones. Esto significa que una 
única célula es capaz de originar una colonia de células h+ y h- que pueden conjugar entre sí 
cuando las condiciones nutricionales vuelven a ser limitantes. 
2.2. Ciclo morfogenético de S. pombe 
S. pombe es un organismo unicelular con forma cilíndrica la cual se mantiene a lo 
largo de su ciclo celular. Sus células crecen de manera polarizada y asimétrica por extensión 
de sus polos y no de su zona media, manteniendo un grosor constante de 3-4 μm a lo largo 
del ciclo. Al alcanzar una longitud de entre 12-15 μm se lleva a cabo la citocinesis y formación 
del septo de división, que posteriormente será degradado permitiendo la separación celular 
para generar dos células hijas de igual tamaño (aproximadamente 7-8 μm). 
Este patrón de crecimiento polarizado no es simétrico ya que, aunque ambos polos 
poseen una tasa de crecimiento similar, sólo el polo procedente del ciclo anterior, el denomi-
nado “polo viejo”, está activo durante la fase G1/S y toda la fase G2. El crecimiento del “polo 
nuevo” que ha sido creado de novo tras la separación celular depende del tamaño de la célula, 
y sólo se produce a partir de un determinado momento de la fase G2, denominado NETO 
(New End Take Off) (Mitchison & Nurse, 1985) Figura 2. Desde ese momento las células   
Figura 1. Ciclo biológico de Schizosaccharomyces pombe. Representación de las distintas fases 
del ciclo de vida de la levadura de fisión. Los colores rosa y verde indican dos tipos sexuales 
diferentes (h+ y h-). Consultar el texto para más detalles. 
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crecen de forma bipolar, aunque el crecimiento sigue siendo más rápido por el “polo viejo”. 
Dicho crecimiento continúa hasta que se alcanza un tamaño crítico, momento en el cual éste 
cesa y se inicia la fase M (mitosis) del ciclo celular. Este proceso conlleva el ensamblaje y con-
tracción de un anillo de actomiosina en el ecuador de la célula y culmina con la síntesis de un 
septo de material de pared celular entre ambas células hijas que finalmente será degradado, 
produciéndose así la separación celular definitiva (Hayles & Nurse, 2001; Martin & Chang, 
2005) (Figura 2). El citoesqueleto de actina (representado por el color rojo en la Figura 2) y los 
microtúbulos (MT, de color verde en la Figura 2) son esenciales para que las distintas etapas 
del ciclo de vida de S. pombe sean exitosas, así como para garantizar el mantenimiento de la 
forma celular. La pared celular también juega un papel esencial en el establecimiento de la 



















Figura 2. Ciclo morfogenético de la levadura de fisión. Representación del ciclo celular de S. 
pombe donde se muestran las diferentes etapas de crecimiento y la reorganización de elemen-
tos morfogenéticos como el citoesqueleto de actina (en rojo) y los microtúbulos (en verde). 
MT=Microtúbulos; SPB=Spindle Pole Body (Cuerpo polar del huso); PAA=Post Anaphase 
Array (Estructura de post-anafase). Figura modificada de La Carbona et al, 2006. 
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También se ha descrito que en medios naturales donde los nutrientes escasean, S. 
pombe puede presentar un crecimiento invasivo acompañado por la producción de pseudohi-
fas. Este fenómeno se interpreta como una adaptación de la levadura a las  condiciones desfa-
vorables del medio, ya que la generación de estas estructuras podría favorecer la búsqueda 
de nutrientes en el ambiente. Estudios realizados al respecto han permitido reproducir en el 
laboratorio estas estructuras multicelulares ramificadas. Esto ha sido posible combinando un 
medio con limitación de nitrógeno, una fuente de carbono accesible y una temperatura de  
30°C, con estirpes que tuviesen la ruta del AMP cíclico funcional (Amoah-Buahin et al, 2005).  
3. EL CITOESQUELETO DE S. pombe 
3.1. Citoesqueleto de actina 
En la levadura de fisión la actina es un componente esencial tanto para la 
morfogénesis como para el crecimiento polarizado, siendo un elemento muy dinámico que 
cambia su distribución a lo largo del ciclo celular. La actina está codificada por el gen act1+ y 
se puede encontrar en dos estados de agregación diferentes: G-actina y F-actina. La primera 
es una actina globular que se encuentra de forma minoritaria en la célula y la segunda, 
denominada también actina filamentosa o polimerizada, es la isoforma más abundante y la 
responsable de la formación de las diferentes estucturas que se pueden encontrar en la célula. 
El citoesqueleto de actina de S. pombe es relativamente simple y cuenta con tres estructuras 
diferentes: los parches de actina, los cables de actina y el anillo contráctil [Figura 3 (Marks & 
Hyams, 1985)]. Además de la actina existen numerosas proteínas que se asocian a estas 











Figura 3. Distribución del citoesqueleto de actina en S. pombe. Detalle de la organiza-
ción de las diferentes estructuras que componen el citoesqueleto de actina durante el cre-
cimiento vegetativo de S. pombe. Figura adaptada de Kovar et al, 2012.  
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Parches de actina 
Los parches de actina son estructuras formadas por la agrupación de hasta 150 
filamentos cortos y ramificados de F-actina que alcanzan una longitud de 100-200 nm 
(Sirotkin et al, 2010). Los parches son sitios de endocitosis y se localizan en las zonas de 
crecimiento activo: los polos celulares durante la interfase y en la zona ecuatorial en mitosis 
(Gachet & Hyams, 2005; Arellano, 1997; Balasubramanian et al, 1994). Esta localización 
sugiere que la endocitosis que se produce a través de los parches de actina está asociada a la 
síntesis y remodelación de la pared celular (Kovar et al, 2012). Además, a diferencia de lo que 
ocurre en mamíferos, en levaduras la actina es absolutamente necesaria para la invaginación 
de la membrana durante la endocitosis ya que ayuda a superar las fuerzas de resistencia de 
la misma y la presión de turgencia citosólica (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009; 
Anitei & Hoflack, 2012).  
El ensamblaje de los parches comienza con el reclutamiento de diversas proteínas 
que intervienen en el proceso de endocitosis y que se denominan proteínas de la cubierta por 
su presencia en las envueltas de las vesículas endocíticas. Posteriormente, se acumulan otras 
proteínas adaptadoras necesarias para el ensamblaje de la actina, la internalización del 
parche y la unión al complejo Arp2/3 (Castagnetti et al, 2005). La polimerización de la F-
actina en los parches está regulada por el complejo Arp2/3 (Actin-related-protein) que sólo 
aparece durante la fase de endocitosis (Kaksonen et al, 2003; Jonsdottir & Li, 2004), y cuya 
actividad está a su vez controlada por los factores promotores de nucleación (NPFs) 
(Boettner et al, 2012).  
Además del complejo Arp2/3 existe otro conjunto de proteínas que regulan y 
modulan la dinámica tanto de los parches como de otras estructuras de actina. La fimbrina 
Fim1p une los filamentos de actina fortaleciendo la estructura del parche (Skau & Kovar, 
2010); la profilina Cdc3p, unida a un monómero de actina, se considera el principal sustrato 
disponible en la célula para el ensamblaje de actina e interviene en la nucleación y 
polimerización de filamentos (Kovar et al, 2003, 2006). Las cofilinas Adf1p y Gmf1p son 
necesarias para la despolimerización de los filamentos y el reciclaje de los monómeros de 
actina tras finalizar el proceso de endocitosis e invaginación del parche (Kovar et al, 2012). La 
coronina Crn1p  está relacionada con el reciclaje de la actina en los parches; por un lado actúa 
como inhibidor del complejo Arp2/3 (Rodal et al, 2005) y, por otro, colabora con las cofilinas 






Anillo de actomiosina 
La división celular en levaduras requiere la formación de un anillo contráctil de 
actomiosina. Este anillo es una estructura compleja y dinámica compuesta por actina, las 
cadenas pesadas de las miosinas Myo2p y Myo3p y las cadenas ligeras Cdc4p y Rlc1p, 
además de otras muchas proteínas asociadas necesarias para su estabilidad y funcionalidad     
(Wu, 2003; Balasubramanian et al, 2004; Wolfe & Gould, 2005; La Carbona et al, 2006; Huang 
et al, 2008; Hachet & Simanis, 2008; Hachet et al, 2012). Su establecimiento tiene lugar durante 
las primeras etapas de la mitosis, seguido de un proceso de contracción desde la superfice 
celular hacia el centro de la célula (Marks et al, 1986). Mediante diversos estudios realizados 
se han identificado apróximadamente 50 proteínas diferentes implicadas en la formación y 
contracción del anillo (Guertin et al, 2002; Wu et al, 2003; Wu & Pollard, 2005). Estos análisis 
han llevado a postular dos mecanismos independientes pero complementarios de 
ensamblaje: 
El primer modelo está basado en la intervención de diferentes componentes para 
formar el anillo, donde la formina Cdc12p y la miosina de la clase II, Myo2p, junto con otras 
proteínas, se organizan en nodos en la región central de la célula. Estos nodos se 
ensamblarían unos con otros formando un anillo contráctil funcional mediante la acción 
coordinada de Cdc12p y Myo2p (Bezanilla et al, 2000; Bähler et al, 1998; Huang et al, 2008; 
Paoletti & Chang, 2000; Vavylonis et al, 2008; Wu et al, 2003, 2006). 
El segundo mecanismo propuesto sugiere que la formina Cdc12p se acumula en uno 
o varios puntos de la región central de la célula permitiendo el ensamblaje de otros 
componentes que formarían una estructura desde la cual partiría un cable de filamentos de 
actina. Éste iría alargándose hasta formar un “anillo basal”, a partir del cual se formaría el 
anillo contráctil (Chang , 1997; Chang, 2000; Yonetani et al, 2008; Motegi et al, 2004; Arai & 
Mabuchi, 2002; Carnahan & Gould, 2003; Kamasaki et al, 2007). 
Cables de actina 
Los cables son haces de filamentos cortos y paralelos de F-actina que se distribuyen 
longitudinalmente a lo largo de la célula durante el crecimiento vegetativo y que son 
ensamblados por la formina For3p. Esta proteína es un factor de nucleación y elongación que 
se orienta hacia la zona más próxima al córtex celular donde se activa y se produce la 
polimerización de la actina, favoreciendo el transporte hacia los polos de factores implicados 
en el crecimiento polarizado hacia (Kamasaki et al, 2005; Martin et al, 2007; Nakano et al, 
2002). A diferencia de los parches y del anillo contráctil, la cantidad de proteínas de unión a 
filamentos de actina que se relacionan con los cables es muy pequeña. Entre estos 
componentes se incluyen la tropomiosina Cdc8p como motor proteico y la coronina Crn1p 
(Pelham Jr. et al, 2001; La Carbona et al, 2006; Motegi et al, 2001; Win et al, 2001; Mulvihill et al, 
2006; Fischer et al, 2008).  
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La regulación espacio-temporal de For3p es crítica para la correcta organización y 
función de los cables de actina durante el crecimiento polarizado (Martin , 2007; Feierbach & 
Chang, 2001). Estos cables, aunque no son esenciales para la viabilidad celular, contribuyen 
en gran medida al crecimiento polarizado de la célula al actuar como pistas para  el 
transporte de las vesículas y orgánulos que son dirigidos por las miosinas de tipo V hacia los 
polos en expansión (Motegi et al, 2001). También son necesarios para el movimiento de los 
parches de actina hacia el interior celular e intervienen en la transición de crecimiento mono 
a bipolar (Pelham  Jr. et al, 2001; Gachet & Hyams, 2005).  
3.2. Citoesqueleto de microtúbulos 
Los microtúbulos son polímeros de forma cilíndrica, presentes en todas las células 
eucariotas, que están formados por la asociación no covalente de monómeros de α y β 
tubulina. Son estructuras polares con dos extremos bien definidos. El polo + es dinámico y 
está relacionado con el transporte de factores de polaridad, mientras que el  polo – es estático 
y normalmente está asociado a la membrana nuclear (Figura 4) (Piel & Tran, 2009; Sawin & 
Tran, 2006). Durante el crecimiento vegetativo en S. pombe los microtúbulos se organizan de 
diversas formas y desde distintos lugares de la célula denominados centros organizadores de 
microtúbulos o MTOCs (Drummond & Cross, 2000). En interfase la célula contiene entre 3 y 
5 haces de microtúbulos que se expanden a lo largo del eje longitudinal de la misma y que 
desempeñan funciones relacionadas con el posicionamiento del núcleo, el crecimiento y la 
morfología celular (Daga & Chang, 2005; Daga & Nurse, 2008).  
En mitosis los microtúbulos citoplasmáticos se desensamblan, formándose los 
microtúbulos intranucleares -cuya localización coincide con el huso mitótico- y los 
microtúbulos astrales, relacionados con el alineamiento del huso con respecto al eje celular 
pero no con su elongación (Sawin, 2004; Tolić-Nørrelykke et al, 2004; Venkatram et al, 2004). 
Los microtúbulos intranucleares y astrales parten desde el denominado “Spindle Pole 
Figura 4. Organización de los microtúbulos en S. pom-
be. A. Ilustración esquemática de la distribución de los 
microtúbulos (MT, en verde) en relación con los centros 
organizadores de microtúbulos (MTOCs, en rojo) y la 
envuelta nuclear (azul). Los extremos (-) generalmente 
están dirigidos hacia el centro de la célula y los extre-
mos (+) hacia los polos. B. Durante la mitosis se forman 
el cuerpo polar del huso (SPB) y los microtúbulos astra-
les. C. Durante la división celular los centros organiza-
dores de microtúbulos situados en la zona de división 
van a nuclear los microtúbulos denominados PAA (Post 







Body” (SPB) o cuerpo polar del huso. En las últimas etapas de la mitosis estos microtúbulos 
desaparecen para así formarse una nueva estructura en la región del septo de división 
denominada “Post-Anaphase Array ” o PAA. El PAA participa en la citocinesis estabilizando 
el anillo de actomiosina y manteniendo alejados a los núcleos de las células hijas de la zona 
de división (Pardo & Nurse, 2003; Hagan & Hyams, 1988). Al concluir la mitosis esta 
estructura se desorganiza y se forman de nuevo los microtubúlos citoplasmáticos. 
El citoesqueleto de microtúbulos participa tanto en el control de la posición del 
núcleo como en la regulación de la morfología celular a través de la localización de los 
factores de polaridad (Piel & Tran, 2009). Para la localización del núcleo durante interfase la 
célula utiliza las fuerzas generadas por los microtúbulos al chocar contra los polos celulares. 
Los microtúbulos se organizan en forma de haces antiparalelos a ambos lados del núcleo, 
favoreciendo que las fuerzas aplicadas desde ambos lados de la célula sean similares, para 
así mantener el núcleo en el centro de ésta. En cuanto a la morfología celular, el citoesqueleto 
de actina es el responsable de dirigir el crecimiento celular, mientras que los microtúbulos 
son necesarios para determinar los puntos en los que se tiene que producir este crecimiento 
(Fischer et al, 2008; La Carbona et al, 2006; Martin et al, 2005; Sawin & Tran, 2006). Una vez 
iniciado el crecimiento, el citoesqueleto de actina es capaz de mantenerlo de forma 
independiente a los microtúbulos. De este modo se podría decir que los microtúbulos forman 
parte de un sistema de retroalimentación global que controla la morfología celular, mientras 
que el citoesqueleto de actina forma parte de un sistema de retroalimentación local que 
controla el crecimiento celular en los polos (Encinar del Dedo, 2010). 
4. LA PARED CELULAR DE S. pombe 
4.1. Funciones biológicas de la pared celular  
La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmática que está 
presente en gran variedad de grupos taxonómicos como plantas, algas, hongos y bacterias. 
La pared celular fúngica es un orgánulo implicado en numerosos e importantes 
procesos celulares tales como el crecimiento, la morfogénesis, la conjugación, la virulencia o 
la integridad del propio microorganismo. Podría describirse como un exoesqueleto que 
permite soportar la presión interna y que proporciona a la célula una barrera protectora 
contra un amplio rango de condiciones ambientales, como la temperatura y los diferentes 
cambios osmóticos del medio. Además, dota a la célula de un escudo de protección contra el 
posible ataque de otros microorganismos o de parásitos. La pared celular es un elemento 
morfogenético fundamental, ya que es la responsable final de la forma del organismo que la 
posee. Lejos de ser una estructura rígida y estática, es lo suficientemente plástica y dinámica 
como para que las células puedan cambiar su forma a lo largo del ciclo celular y también en 
respuesta a los muchos estímulos externos a los que están sometidas. 
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Centrándonos en la biología de S. pombe, organismo sobre el que se han realizado 
todos los estudios de este trabajo, está demostrado que el crecimiento de este 
microorganismo es un proceso complejo relacionado necesariamente con la biosíntesis de la 
pared celular. Los cambios morfológicos que suceden durante su ciclo de vida, como son el 
crecimiento monopolar y bipolar, la citocinesis, la formación de los zigotos, y el desarrollo de 
las ascas, necesitan de una pared celular plástica y en constante cambio (Ishiguro, 1998; 
Durán & Pérez, 2004). Durante estas transiciones, junto a otros eventos, tiene lugar la síntesis 
y remodelación de la pared celular, procesos regulados y coordinados por la maquinaria de 
control del ciclo celular. La pared celular es necesaria para el mantenimiento de la morfología 
de S. pombe y es una estructura esencial para la viabilidad de estas células. Al eliminarla 
mediante la digestión enzimática de los polímeros que la conforman, los protoplastos 
obtenidos adquieren una morfología esférica, y pierden rápidamente la viabilidad si no se 
mantienen en un medio estabilizado osmóticamente (Osumi, 1998). Este orgánulo no sólo 
tiene interés como elemento morfogenético, sino que al ser una estructura esencial para el 
hongo es una excelente diana para el diseño de compuestos antifúngicos. Por ejemplo, el 
antifúngico CANCIDAS™ es un inhibidor de la biosíntesis del β-glucano y se emplea para el 
tratamiento de la aspergilosis invasiva y de otras infecciones causadas por hongos (Wagner 
et al, 2006). 
Figura 5. Composición y estructura de la pared celular de S. pombe. A. La pared lateral está formada por 
tres capas diferentes. Las capas externas están compuestas por galactomanano y la capa interna, menos den-
sa a los electrones, está formada por α y β-glucanos. B. El septo presenta una capa interna denominada septo 
primario (SP) que está compuesta principalmente por β(1,3)glucano lineal. Esta capa está flanqueada por el 
septo secundario (SS) que tiene una composición similar a la de la pared celular lateral. 
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4.2. Composición y estructura de la pared celular de S. pombe 
La pared celular de hongos está compuesta principalmente por glicoproteínas y 
polisacáridos dispuestos en diferentes capas fibrilares. Éstas establecen relación entre ellas 
mediante enlaces por puentes de hidrógeno, lo que convierte a la pared celular en una 
estructura fuerte y resistente. 
En el caso de S. pombe, los polisacáridos que forman la pared son principalmente dos 
homopolímeros de glucosa que constituyen aproximadamente el 85% del total de la 
estructura; el α-glucano constituido por residuos de D-glucosa con enlaces α(1,3) y en menor 
proporción α(1,4) y el β-glucano formado por cadenas de D-glucosa unidas por enlaces β(1,3) 
y β(1,6). Según el tipo de enlaces que posea, se pueden encontrar tres tipos diferentes de β-
glucano en la pared: β(1,3)glucano lineal, β(1,3)glucano ramificado y β(1,6)glucano 
ramificado. Además de estos componentes, la pared celular contiene alrededor de un 15% de 
galactomanano que es un polímero no estructural que se une a proteínas para formar 
glicoproteínas (Horisberger & Rouvet-Vauthey, 1985). A diferencia de lo que ocurre en otros 
hongos, la pared celular de S. pombe no posee cantidades significativas de quitina como 
elemento estructural durante su crecimiento vegetativo, aunque ésta sí aparece en la pared 
celular de las ascosporas (Durán & Pérez, 2004). 
Mediante microscopía electrónica la pared celular de S. pombe se muestra como una 
estructura trilaminar en la que dos capas densas al paso de los electrones, formadas 
mayoritariamente por galactomanano, están separadas por una capa más clara constituida 
principalmente por β(1,3)glucano y α(1,3)glucano [Figura 5A (Humbel et al, 2001; Durán & 
Pérez, 2004)]. El septo de división posee también una ultraestructura muy organizada en la 
que el septo primario, que está compuesto fundamentalmente por β(1,3)glucano lineal 
(Cortés et al, 2007), se observa como una capa transparente a los electrones. El septo 
secundario, que delimita por ambos lados al primario, tiene una apariencia mucho más 
densa al paso de los electrones y posee una composición similar a la pared celular lateral 









4.3. Biosíntesis de los polímeros de la pared celular 
α-Glucano 
El α-glucano está presente tanto en la pared celular de S. pombe como en la de otros 
hongos dimórficos y filamentosos (Bush et al, 1974; Bobbitt et al, 1977); sin embargo, está 
ausente en la pared de S. cerevisiae. En el caso de S. pombe, este polímero constituye 
aproximadamente el 30% de la pared y está formado por pequeñas cadenas compuestas por 
unos 200 monómeros de D-glucosa, unidos mediante enlaces α(1,3) y una pequeña 
proporción de enlaces α(1,4) (aproximadamente un 7%) (Manners & Meyer, 1977; Konomi et 
al, 2003; Grün et al, 2005). El α-glucano es esencial para el mantenimiento de la morfología 
celular (Alfa et al, 1993; Cortes et al, 2007), ya que al tratar las células con α-glucanasa éstas 
pierden su polaridad y se vuelven redondas (Alfa et al, 1993), hecho que también ocurre en 
mutantes con menor contenido en este polímero (Grün et al, 2005). Mediante microscopía 
electrónica de trasmisión (TEM) de células marcadas con un anticuerpo anti-α(1,3)glucano 
conjugado con partículas de oro coloidal, se ha podido observar la distribución difusa de 
estas partículas por toda la pared celular, detectándose incluso en el interior de la bicapa 
lipídica que forma la membrana. La enzima responsable de la síntesis de este polímero es la 
enzima α(1,3)glucán sintasa (αGS) que se localiza en la membrana celular y cataliza la unión 
de monómeros de glucosa en el interior de la membrana antes de transportarlos fuera de ella 
(Sugawara et al, 2003). El gen ags1+/mok1+ codifica una proteína integral de membrana que 
presenta cierta homología con proteínas implicadas en el metabolismo del glucano y se 
considera la enzima α-glucán sintasa, o al menos un componente de dicha actividad 
(Hochstenbach , 1998; Katayama et al, 1999; Konomi et al, 2003). El α-glucano sintetizado por 
Mok1p es esencial para la integridad de la pared celular durante el crecimiento vegetativo. 
Éste interviene en la síntesis del septo secundario y en la correcta formación del septo 
primario, confiriendo a esta estructura la rigidez necesaria para soportar la presión de 
turgencia que se genera durante la separación celular (Cortés et al, 2012). Existen otros cuatro 
genes con similitud de secuencia a mok1+: mok11+, mok12+, mok13+ y mok14+, los cuales no son 
esenciales para la viabilidad celular, pero participan en la síntesis de la pared celular de las 
ascosporas y en su maduración (Garcia et al, 2006). 
β-glucano 
El β-glucano en S. pombe representa entre el 45% y el 54% del total de los componentes 
que forman la pared celular y es el responsable de dotar a ésta de la resistencia necesaria 
para mantener la morfología de la célula (Ishiguro, 1998). Como se ha comentado 
anteriormente, se pueden distinguir tres tipos de β-glucano en la pared celular según el tipo 




 El β(1,3)glucano lineal está compuesto por cadenas lineales de monómeros de glucosa 
sin ramificaciones. Está presente exclusivamente en el septo primario de las células 
que están dividiéndose y su síntesis juega un papel fundamental en la división 
celular (Humbel et al, 2001; Cortes et al, 2007).  
 El β(1,3)glucano con ramificaciones β(1,6) es el polímero más abundante de todos los 
polisacáridos que constituyen la pared celular y está formado por cadenas de 
residuos de glucosa unidos por enlaces β(1,3) con ramificaciones laterales mediante 
enlaces tipo β(1,6). Las estructuras filamentosas formadas se distribuyen por toda la 
pared celular y se encuentran tanto en el septo primario como en el secundario. 
Mediante estudios de regeneración de protoplastos se ha podido observar que este 
polímero es el primero en ser sintetizado por la célula, formando una red 
microfibrilar de fibras largas y paralelas sobre las cuales se ensamblan 
posteriormente el α-glucano y el galactomanano (Osumi, 1998; Humbel et al, 2001; 
Durán & Pérez, 2004). 
 El β(1,6)glucano ramificado es un polímero formado por monómeros de glucosa 
unidos por enlaces β(1,6) que está altamente ramificado (más del 43%) en uniones 
tipo β(1,3) (Manners & Meyer, 1977; Konomi, 2003; Sugawara et al, 2004). El β(1,6)
glucano se localiza en la parte externa de la capa de la pared celular menos densa a 
los electrones, bajo la capa externa de galactomanano de la pared lateral y en el septo 
secundario (Humbel et al, 2001). Esta localización está de acuerdo con la hipótesis de 
que el β(1,6)glucano conecta las manoproteínas a la pared celular. El β(1,6)glucano 
también se ha encontrado asociado al aparato de Golgi en pequeñas vesículas 
cercanas a la membrana plasmática, indicando que este polímero se sintetiza en el 
sistema RE-Golgi y se exporta hacia la superficie celular (Humbel et al, 2001). 
La biosíntesis del β-(1,3)glucano, que es el principal β-glucano sobre el que se va a 
discutir en este trabajo, se cataliza por el complejo enzimático β(1,3)glucán sintasa (βGS) 
[UDP-glucosa: (1,3)-β-D-glucano-3-β-D-glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34]. Esta enzima está 
unida a la membrana plasmática y emplea UDP-glucosa como sustrato para formar cadenas 
lineales de entre 60 y 700 unidades de glucosa. La actividad βGS posee al menos dos 
componentes: una unidad catalítica y una reguladora (Cabib et al, 1998; Douglas, 2001). En S. 
pombe se han identificado cuatro genes que codifican potenciales subunidades catalíticas del 
complejo β(1,3)glucán sintasa: bgs1+, bgs2+, bgs3+ y bgs4+. Todos estos genes son esenciales en 
determinados momentos de su ciclo de vida: bgs1+, bgs3+ y bgs4+ son necesarios para la 
viabilidad celular, mientras que bgs2+ lo es para el proceso de esporulación (Ishiguro et al, 
1997; Liu et al, 2000; Martín et al, 2000, 2003; Cortes et al, 2005, 2007). Las proteínas Bgs son 
proteínas transmembrana de elevado peso molecular (≈ 200 kDa) que presentan gran 
similitud a las β-glucán sintasas descritas para S. cerevisiae, Fks1p y Fks2p (Mazur  et al, 1995). 
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Las enzimas Bgs1p, 3 y 4 se localizan en los polos de crecimiento (Cortes et al, 2005, 2007), en 
la zona de división celular (Cortes et al, 2002; Liu et al, 2002; Mulvihill et al, 2006), y también 
se pueden observar en vesículas de transporte dispersas por el citoplasma. La subunidad 
reguladora de la β(1,3)glucán sintasa descrita en S. pombe está constituida por la GTPasa 
Rho1p (Arellano et al, 1996). 
En S. pombe, Bgs1p/Cps1p se ha descrito como una unidad catalítica βGS necesaria para 
la síntesis del β(1,3)glucano lineal que constituye el septo primario (Humbel et al, 2001; Liu et 
al, 2002; Cortes et al, 2002). Las células con un bajo nivel de expresión del gen bgs1+ presentan 
septos defectuosos que aún poseen cierta cantidad de β(1,3)glucano. Esto indicaría que, 
aunque Bgs1p tiene un papel principal, otras βGS intervendrían en la síntesis del β-glucano 
del septo (Cortes et al, 2007). Los septos aberrantes que se forman no pueden ser degradados 
correctamente tras la mitosis, lo que provoca que las células permanezcan encadenadas 
(Cortes et al, 2007), hecho que permite constatar que Bgs1p también juega un papel 
importante en la citocinesis. Como ya se ha indicado previamente, Bgs1p se localiza tanto en 
los polos como en la zona de división celular. La maquinaria de secreción es esencial para 
que la localización de Bgs1p/Cps1p en los polos sea correcta (Liu , 2002; Mulvihill et al, 2006; 
Yu et al, 2012; Bendezu & Martin, 2011) y el citoesqueleto de actina es necesario para la 
localización de la enzima en el anillo de división, aunque no para su mantenimiento en esta 
estructura (Cortes et al, 2002; Liu et al, 2002). Por otra parte, mutantes con baja actividad bgs1 
presentan defectos en polaridad y en la forma de las células (Cortes et al, 2007). Estos y otros 
resultados muestran que Bgs1p/Cps1p juega un papel importante en el crecimiento, la 
polaridad y la morfogénesis de la levadura de fisión (Cortes et al, 2007; Mulvihill et al, 2006). 
El caso del gen bgs2+ es diferente ya que sólo se expresa durante la esporulación, siendo 
esencial para este proceso. Los mutantes bgs2∆ presentan una actividad β-glucán sintasa 
disminuida durante la esporulación y las esporas que se forman son inmaduras, incapaces de 
liberarse del asca, y no pueden germinar. Mediante análisis por microscopía electrónica se ha 
podido observar que la pared celular de las ascas de este mutante es mucho más delgada que 
la de una cepa silvestre, además de poseer una capa de β-glucano apenas detectable (Liu et al, 
2000; Martín et al, 2000). 
Bgs3p es necesaria para el mantenimiento de la viabilidad celular (Martín et al, 2003) y la 
polaridad durante el crecimiento vegetativo, puesto que la represión del gen bgs3+ produce 
células redondeadas y con una pared celular más gruesa que una cepa control. Esto es 
debido, en parte, a un aumento en la cantidad de α-glucano, probablemente causado para 
compensar el descenso en la cantidad de β-glucano en la célula (Martín et al, 2003). Bgs3p 
presenta una localización similar a Bgs1p (Martín et al, 2003) y su función concreta es aún 
desconocida. No obstante, su expresión aumenta cuando se producen defectos en la síntesis 
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de otras glucán sintasas (Bgs1p y Bgs4p); esto sugiere que Bgs3p podría formar parte de un 
mecanismo compensatorio que  funcionaría en respuesta a daño en la pared celular (Cortes, 
2006). 
Bgs4p es esencial para el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento 
polarizado y la citocinesis, y también es necesaria para la germinación de las esporas. Se 
localiza en el septo de división y en los polos al igual que Bgs1p y Bgs3p. Sin embargo parece 
que la función de Bgs4p en el septo es más crítica que en los polos celulares (Cortes et al, 
2005). Se ha propuesto a Bgs4p como la principal βGS encargada de la síntesis de β(1,3)
glucano de la pared y del septo secundario, además de formar parte del mecanismo de 
reparación contra un posible exceso degradación de pared durante la división celular. 
También se piensa que es la enzima responsable de la mayor parte de la actividad β-glucán 
sintasa detectada in vitro (Cortes et al, 2005). 
Galactomanano y manoproteínas  
El galactomanano y las manoproteínas de la pared de S. pombe constituyen del 9% al 
15% del total de la pared celular. El galactomanano está formado por un esqueleto de 
residuos de manosa unidos por enlaces α(1,6) que posee ramificaciones laterales unidas 
mediante enlaces α(1,2), los cuales terminan en extremos no reductores gracias a unidades de 
galactosa unidas a las manosas por enlaces α (Bush et al, 1974; Horisberger et al, 1978; 
Magnelli et al, 2005). Este polímero se une covalentemente a proteínas mediante enlaces N- y 
O- glucosídicos en el retículo endoplasmático (RE) y en el aparato de Golgi. Las proteínas 
generadas se secretan al espacio periplásmico uniéndose a la membrana plasmática mediante 
grupos GPI y a la capa más externa de la pared mediante enlaces con la matriz de glucanos 
(Andreishcheva et al, 2004). El galactomano está presente en el septo, pero únicamente en la 
zona más próxima al plasmalema. Una pequeña cantidad de galactomanano está presente en 
el citoplasma de S. pombe, pareciendo indicar que éste se sintetiza en o cerca del plasmalema 
(Horisberger et al, 1978; Andreishcheva et al, 2004).  
Se han descrito varios genes implicados en el proceso de biosíntesis de estos 
polímeros. Los genes gma12+ (Chappell & Warren, 1989; Chappell et al, 1994) y gmh3+ (Yoko-o 
et al, 1998) codifican dos enzimas galactosiltransferasas, mientras que el gen och1+ codifica 
una enzima manosiltransferasa (Yoko-o et al, 2001); los genes oma1+, oma2+ y oma4+ son O-
manosiltranferasas necesarias para el mantenimiento de la integridad celular (Tanaka et al, 






4.4. Remodelación y degradación de la pared celular de S. pombe 
La pared celular de S. pombe sufre muchos cambios a lo largo de su ciclo de vida, lo 
que la convierte en un elemento muy dinámico, necesitado de procesos de remodelación y 
degración continuos. Por este motivo, además de enzimas encargadas de la síntesis de los 
diversos polímeros que constituyen esta estructura, existen otras proteínas con actividad en-
zimática que se encargan del mantenimiento y de la degradación continua de la pared. Este 
es el caso de las proteínas Gas, enzimas con actividad glucosil-transferasa que intervienen en 
el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento vegetativo, en la madura-
ción de la pared de la ascospora y en su viabilidad (de Medina-Redondo et al, 2008, 2010).  
Por otra parte, y encargándose de la degradación del glucano en determinados 
estadios del ciclo de vida de esta levadura, existen enzimas con actividad glucanásica, como 
es el caso de las endo-α-glucanasas Agn1p y Agn2p y las endo-β(1,3)-glucanasas Eng1p y 
Eng2p. Tras la citocinesis, el septo de división que separa a las dos células hijas ha de 
disolverse para que éstas puedan ser independientes. Para ello es necesario que se erosione la 
pared celular adyacente al septo y que el septo primario sea degradado. Estos procesos son 
llevados a cabo por la β-endoglucanasa Eng1p, necesaria para la disolución del septo 
primario, degradando el β(1,3)glucano existente (Martin-Cuadrado et al, 2003, 2005; Martín-
Cuadrado et al, 2008) y por la α-glucanasa Agn1p, encargada de la digestión del α-glucano de 
la pared lateral (Alonso-Nunez et al, 2005; Dekker et al, 2004; Garcia et al, 2005). Así mismo, se 
ha descrito que Eng2p y Agn2p están implicadas en la degradación de la pared del asca, 
favoreciendo la liberación de las esporas (Dekker et al, 2004, 2007; Encinar del Dedo et al, 
2009). 
Las enzimas implicadas en la síntesis y remodelación de la pared celular se localizan 
en la membrana plasmática o en la pared celular. Sin embargo, en S. pombe no se sabe 
prácticamente nada de cómo se regula la síntesis del glucano por los mecanismos de 
transporte vesicular. Es más, la regulación de la síntesis del β(1,3)glucano por estos 
mecanismo no se ha estudiado en ningún hongo. Una parte importante de este trabajo ha 
sido el análisis del papel que juega el transporte vesicular mediado por clatrina como proceso 
regulador de la sínteis de la pared celular en general y de la biosíntesis del β-glucano en 
particular. A continuación, se describen de un modo general los mecanismos que constituyen 







5. MECANISMOS DE TRÁFICO VESICULAR  
Una de las características esenciales de las células eucarióticas es que poseen diversos 
subcompartimentos intracelulares rodeados de membrana. Estos orgánulos constituyen 
compartimentos bien diferenciados en los que tienen lugar procesos muy específicos, lo que 
hace que la célula posea una distribución interna compleja.  
El transporte vesicular permite la comunicación entre los diferentes compartimentos 
membranosos de la célula y la membrana plasmática. La transferencia de material entre los 
orgánulos está mediado por diferentes vesículas que están gemando continuamente desde 
una membrana para fusionarse con otra. Este tránsito permite el transporte de diferentes 
moléculas denominadas “cargos”. Los diferentes cargos pueden ser proteínas 
transmembranales y solubles, lípidos, material extracelular, etc. El transporte vesicular 
además favorece la remodelación de la membrana, ya sea plasmática o de los diferentes 




Figura 6. Esquema general del tráfico vesicular. En la ilustración se muestran los distintos compartimentos 
celulares implicados en el transporte vesicular y los diferentes tipos de vesículas que intervienen en los pro-
cesos de endocitosis, secreción y tráfico interno entre orgánulos. Los colores indican la localización y distri-
bución de los diferentes tipos de vesículas. Las flechas muestran las diferentes vías de transporte de dichas 
vesículas. Figura modificada de Bonifacino & Glick, 2004. 
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Con carácter general, el transporte vesicular se puede dividir en un número reducido 
de fases que incluyen: la formación y escisión de la vesícula desde el compartimento 
donador, su transporte por la célula, el anclaje de la vesícula a la membrana del 
compartimento aceptor y su fusión con el mismo. Todos estos procesos están muy regulados 
para garantizar que las vesículas generadas se transporten hacia su destino correcto Figura 7 
(Bonifacino & Glick, 2004). 
5.1. Formación de la vesícula 
La formación de las vesículas de transporte está mediada en la mayoría de ocasiones 
por proteínas “de cubierta” que se encuentran en el citoplasma. Estas proteínas interaccionan 
unas con otras en regiones específicas de la membrana donde se va a generar la vesícula y 
tienen gran especificidad por las moléculas que van a transportar. En ocasiones los cargos 
que se transportan son capaces de establecer contacto directo con las proteínas de la cubierta, 
sin embargo lo más habitual es que esta conexión se produzca a través de diversas proteínas 
o complejos adaptadores (Bonifacino & Glick, 2004). 
En las células se pueden encontrar diferentes tipos de vesículas con cubierta que se 
pueden clasificar según el tipo de proteínas que las recubren. Generalmente, cada tipo de 
vesícula lleva a cabo uno o varios procesos de transporte determinados. 
Tipos de vesículas 
1. Vesículas cubiertas por clatrina: Participan en la ruta de secreción tardía, 
transportando cargos entre el aparato de Golgi y diversos orgánulos, y en la 
endocitosis. Son las vesículas de transporte mejor estudiadas y median gran parte de 
los procesos de tráfico vesicular. 
2. Vesículas COPII: Intervienen en la ruta de secreción temprana exportando proteínas 
desde el retículo endoplasmático (RE) al aparato de Golgi. 
3. Vesículas COPI: Emergen desde el aparato de Golgi para transportar cargos de forma 
retrógrada hacia el RE. Estas vesículas median el reciclaje de proteínas del RE y 
conforman un sistema de control de dicho orgánulo. 
4. Exómero: Cubierta que hasta el momento sólo se ha descrito en S. cerevisiae y que 
media el transporte de proteínas desde la región trans-Golgi (TGN o trans-Golgi 
Network) hasta la membrana plasmática. 
5. Retrómero: Es una cubierta que media la recuperación de proteínas desde los 





Aunque estas vesículas tienen especificidad por diferentes compartimentos celulares y 
poseen distintos elementos estructurales, los mecanismos generales para su formación son 
similares. Los complejos proteicos que recubren la vesícula tienen una organización común 
ya que están formados por las proteínas propias de la cubierta, por adaptadores y por 
proteínas accesorias (en apartados posteriores se abordará cada caso en particular). 
Regulación por GTPasas 
El momento y el lugar donde se va a formar una vesícula está generalmente regulado 
por pequeñas proteínas de unión a GTP. Estas GTPasas pequeñas, también denominadas 
proteínas G, pertenecen a la superfamilia Ras y son reguladores esenciales del tráfico 
vesicular. Son proteínas monoméricas de unión a nucleótidos de guanina que alternan entre 
su forma activa, unida a GTP, y su forma inactiva, unida a GDP. La actividad de las GTPasas 
está mediada por factores de intercambio de nucleótidos de guanina; los factores que 
inducen la liberación del GDP unido y su intercambio por el GTP se denominan GEFs 
(Guanine nucleotide Exchange Factors), mientras que los GAPs (GTPase-Activating Proteins) 
promueven la hidrólisis de GTP a GDP. 
Inicialmente se produce la activación de una GTPasa que favorece el ensamblaje de 
las proteínas de la cubierta, que se encuentran en el citoplasma, en la porción de la 
membrana donde se va a formar la vesícula y, en determinados casos, la interacción con los 
“cargos” que se van a transportar. Además, promueven la curvatura de la membrana que va 
a formar la vesícula e inducen su escisión liberándola del compartimento donador (Beck et al, 
2011; Lee et al, 2005). Los lípidos de la membrana también tienen un papel importante en el 
proceso de formación de vesículas, ya que interaccionan directamente tanto con las 
diferentes GTPasas como con las proteínas de la cubierta y los adaptadores (Krauss et al, 
2003). 
Las GTPasas de la familia Arf (ADP-Ribosylation Factor) son esenciales para la 
formación de distintos tipos de vesículas. Arf1p interviene en el reclutamiento de vesículas 
de clatrina asociadas al complejo adaptador AP-1 en procesos de secreción y reciclaje de 
proteínas (Valdivia et al, 2002; Daboussi et al, 2012; Zhdankina et al, 2001; Mullins & 
Bonifacino, 2001; Stearns et al, 1990). Esta GTPasa también interviene en la formación de la 
cubierta del exómero y de las vesículas COPI (Gaynor et al, 1998; Beck et al, 2011). En el caso 
de las vesículas COPII es la GTPasa Sar1p la que recluta el complejo adaptador Sec23-24 en la 
membrana plasmática (Matsuoka et al, 2001; Lee et al, 2005). 
En el proceso de endocitosis mediado por clatrina (que se abordará con más detalle 
posteriormente) no se conoce hasta el momento la necesidad de la presencia de ninguna 
GTPasa para la iniciación de la formación de las vesículas. En este caso, el complejo 
adaptador AP-2 es reclutado en la membrana plasmática mediante su interacción con los 
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fosfatidil-inositoles fosfato (Gaidarov & Keen, 1999), aunque en mamíferos se ha visto que la 
GTPasa Arf6 favorece el reclutamiento de AP-2 a las membranas activando quinasas 
específicas que actúan sobre estos fosfolípidos (Krauss et al, 2003). 
Por otra parte, las GTPasas de la familia Rho (Ras HOmolog) son necesarias para la 
organización del citoesqueleto de actina, la progresión del ciclo celular, y el establecimiento 
de la polaridad celular, interviniendo además en procesos de endocitosis independiente de 
clatrina (Perez & Rincon, 2010; Prosser et al, 2011). Las GTPasas de la familia Rab (Ras-related 
protein in Brain) son necesarias para aportar la energía necesaria para la fusión de las 
vesículas al compartimento “aceptor” al que se dirigen (Segev, 2001).  
De este modo todas estas proteínas son necesarias para que exista un correcto 
funcionamiento de los mecanismos de tráfico vesicular. 
 
 
Figura 7. Esquema ilustrativo de la vida de una vesícula desde su formación en el compartimento dona-
dor hasta su fusión con la membrana del compartimento aceptor. El proceso simplificado consiste en la 
formación de la vesícula mediante el reclutamiento de proteínas de la cubierta en torno a los cargos y la de-
formación de la membrana plasmática; con ayuda de la actina la vesícula se escinde del compartimento do-
nador y viaja por el citosol a lo largo del citoesqueleto de actina y los microtúbulos. En su destino final la 
vesícula es reconocida por los factores “amarra” del compartimento aceptor que permiten el anclaje de ésta 
para facilitar la posterior fusión con la membrana del compartimento aceptor a través de las proteínas SNA-
REs. Figura modificada de Bonifacino & Glick, 2004. 
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Requerimientos de actina 
Tras la deformación inicial de la membrana es necesaria la formación de un cuello 
tubular para que se pueda liberar la vesícula. Estos procesos requieren la intervención del 
citoesqueleto de actina y de proteínas motoras para generar la fuerza necesaria que libere la 
vesícula del compartimento donador. En levaduras, la F-actina es totalmente necesaria para 
que se lleve a cabo el proceso de endocitosis, mientras que en mamíferos no lo es (para más 
información sobre la actina ver apartado 3.1. de esta sección) (Anitei & Hoflack, 2012; 
Boettner , 2012; Weinberg & Drubin, 2012). 
Escisión de la vesícula 
Para que la vesícula formada se escinda de la membrana necesita tanto la tensión 
generada por la polimerización de actina, como la intervención diferentes proteínas. Este es 
el caso de las anfifisinas, las dinaminas y otras proteínas con dominios N- y F- BAR que se 
asocian al cuello de la invaginación y van a ayudar a “estrangular” la porción de membrana 
asociada al compartimento donador para liberar la vesícula.  
Las anfifisinas forman heterodímeros que se ensamblan en el cuello de la 
invaginación. En mamíferos, las dinaminas actúan en la escisión de vesículas de la 
membrana plasmática, del TGN y de los endosomas (Pucadyil & Schmid, 2009; 
Ramachandran, 2011). Esta proteína es una GTPasa que se enrolla como un collar en el cuello 
de la vesícula naciente y controla la escisión de ésta mediante la hidrólisis de GTP; además se 
ha visto que interacciona con diversos reguladores de actina en la membrana plasmática y en 
el aparato de Golgi (Cao et al, 2003, 2005). En este proceso también es necesaria la actuación 
de diversas fosfatasas que desfosforilan los lípidos adyacentes a la vesícula permitiendo la 
deformación de la membrana para favorecer la acción de las anfifisinas (Liu et al, 2009).  
5.2. Transporte de la vesícula a través del citoplasma 
Tras la escisión, la vesícula se desplaza por el citoplasma hacia su destino final   -los 
compartimentos aceptores o la membrana plasmática- a una velocidad que puede rondar los 
250 nm/s. En algunos casos las trayectorias parecen ser indefinidas, mientras que en otras 
ocasiones el movimiento es claramente lineal (Robertson et al, 2009). Los cables de actina y 
los microtúbulos sirven como vías para guiar a las vesículas por la célula, mientras que 
diversas proteínas motoras (miosinas, dineínas y quinesinas) son necesarias para generar la 
fuerza que hace que se produzca el movimiento vesicular (Anitei & Hoflack, 2012; Boettner, 





5.3. Desensamblaje de la cubierta proteica 
Una vez que la vesícula se ha escindido del compartimento donador, la envuelta 
proteica se despolimeriza dejando a la vesícula rodeada simplemente por la membrana que 
se va a fusionar con el compartimento aceptor. Para que se produzca el desensamblaje de 
esta cubierta hace falta el aporte de energía que procede de la hidrólisis de GTP mediada por 
proteínas GAPs que favorecen la pérdida de la cubierta proteica (Doherty & McMahon, 2009; 
Boettner et al, 2012). La pérdida de las cubiertas hacen a las vesículas aptas para su posterior 
fusión con el compartimiento aceptor, no obstante, se han encontrado evidencias de que, en 
determinadas ocasiones, las proteínas de la cubierta se mantienen hasta el momento de 
fusión de la vesícula, favoreciendo la unión con las proteínas de amarre del compartimento 
aceptor (Trahey & Hay, 2010; Cai et al, 2007). 
5.4. Anclaje a la membrana 
Una vez que la vesícula llega a su destino es necesario que ésta se ancle inicialmente 
a la membrana del compartimento aceptor para, posteriormente, fusionarse con ella. Para 
ello existen diversas proteínas amarra o “Tethering factors” cuya función es aproximar la 
vesícula a la membrana a la que se va a fusionar para así favorecer el posterior 
emparejamiento de los complejos SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 
Attachment protein REceptor). Las proteínas amarra, al entrar en contacto con la vesícula, 
forman un puente entre ésta y la membrana aceptora favoreciendo el reconocimiento inicial 
de la vesícula. Estos factores de unión son reclutados por las GTPasas de la familia Rab los 
cuales, además, favorecen y regulan la posterior fusión de las membranas a través de la 
concentración de SNAREs en ellas. Las proteínas de amarre se pueden agrupar en dos 
categorías: proteínas largas con dominios “coiled-coil” y complejos multiproteicos 
(Multisubunit Tethering Complexes o MTCs). La mayoría de las proteínas de amarre “coiled-
coil” se han encontrado en el aparato de Golgi, por lo que se han denominado “golginas”, 
aunque algunas están presentes en los endosomas (es el caso del factor EEA1) (Robinson et al, 
2008; Niemes et al, 2010; Bröcker et al, 2010; Cai et al, 2007). 
Por otra parte, se conocen nueve complejos multiproteicos (MTCs) que intervienen en 
procesos de secreción y endocitosis (COG, CORVET, Dsl1p, exocisto, GARP/VFT, HOPS/
Clase C VPS, TRAPPI, TRAPPII y TRAPPIII). Estos complejos se pueden dividir en tres 
grandes grupos diferentes (Bröcker et al, 2010):  
a) Los necesarios para la fusión con el aparato de Golgi y con orgánulos que 
intervienen en la ruta de secreción, también denominados CATCHR (Complexes Associated 
with Tethering Containing Helical Rods) que son COG, Dsl1p, exocisto y GARP.  
b) Los que intervienen en la ruta entre endosomas y lisosomas/vacuolas como 
CORVET y HOPS (Solinger & Spang, 2013).  
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c) Los complejos TRAPP (I, II y III), que son GEFs multiméricos necesarios para la 
activación de GTPasas de la familia Rab (Ypt1p, Ypt31p/Ypt32p) y que promueven la fusión 
de las membranas (Cai et al, 2007; Yu & Hughson, 2010; Bröcker et al, 2010). 
5.5. Fusión con el compartimento aceptor 
La última parte del viaje de una vesícula es su fusión con el compartimento aceptor. 
Este proceso ocurre a través del reconocimiento e interacción específica entre pares de 
proteínas transmembranales denominadas SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive 
factor Attachment protein Receptors) seguido de la fusión entre las bicapas fosfolipídicas de 
las membranas de la vesícula y de la diana. Los SNARE se han descrito como una familia de 
proteínas de membrana que están relacionadas con tres proteínas neuronales: 
sinaptobrevina, sintaxina y SNAP-25. Existen dos tipos proteínas SNARE: las v-SNAREs, que 
están presentes en la vesícula desde su formación, y las t-SNAREs, que se localizan en la 
membrana aceptora de la vesícula (Rothman, 1994; Söllner et al, 1993). La energía que se 
desprende en el proceso de unión de los dos tipos de SNAREs favorece la fusión de las dos 
bicapas lipídicas. En S. pombe, el gen syb1+/snc1+ codifica una proteína v-SNARE similar a la 
sinaptobrevina (Edamatsu & Toyoshima, 2003) y los genes psy1+/sso1+ y sec9+ codifican las t-
SNAREs similares a la sintaxina y a SNAP-25, respectivamente (Nakamura et al, 2001, 2005; 
Maeda et al, 2009). 
Además de los SNAREs, la fusión de las vesículas requiere otros tipos de proteínas. 
Las GTPasas de la familia Rab influyen en la interacción de las v-SNARE y las t-SNARE para 
regular y facilitar la formación de los complejos de interacción v-SNARE/t-SNARE. La 
interacción entre los dos complejos promueve el acercamiento de las dos membranas, 
haciendo que se libere a su vez la energía necesaria para que se lleve a cabo la fusión. Las 
proteínas NSF (N-ethylmaleimida-Sensitive Factor) son AAA ATPasas necesarias para el 
reciclaje de las SNAREs que forman un complejo con las proteínas adaptadoras SNAPs 
(Soluble NSF Attachmente Proteins). Los complejos NSF/SNAP son reclutados en las 
membranas tras la unión de las v-SNARE y las t-SNARE, pero no se requieren para el 
emparejamiento vesícula/membrana aceptora o para la fusión de las membranas apareadas. 
Las proteínas NSF/SNAP actúan después de la fusión de las membranas para desmontar el 
complejo SNARE y permitir que estas proteínas transmembrana se reciclen para realizar  







6. TRÁFICO VESICULAR MEDIADO POR CLATRINA 
La secreción y la endocitosis son mecanismos a través de los cuales las células 
eucariotas regulan el flujo de proteínas hacia y desde la membrana plasmática y entre los 
diversos orgánulos intracelulares. Estos procesos implican la formación y el tráfico de 
vesículas, en su mayor parte con cubiertas proteicas, tal y como se ha indicado en el apartado 
anterior. Las vesículas  recubiertas por clatrina juegan un papel fundamental y abarcan gran 
parte del transporte intracelular de proteínas y lípidos (Boehm & Bonifacino, 2001; Brodsky, 
2012; Evans & Owen, 2002; Lafer, 2002; Girao et al, 2008; Bonifacino & Lippincott-Schwartz, 
2003; Boettner et al, 2012; Weinberg & Drubin, 2012; Faini et al, 2013). 
6.1. Clatrina  
La cubierta que poseen las vesículas de clatrina (CCVs) está compuesta por 
moléculas de clatrina y un complejo adaptador. Existen múltiples complejos adaptadores 
asociados con diferentes membranas intracelulares, que varían desde grandes adaptadores 
heterotetraméricos (APs) hasta proteínas monoméricas como son las GGAs (Nakayama et al, 
2003). 
6.1.1. Estructura de la clatrina 
La unidad estructural o de ensamblaje de la clatrina se denomina trisquelión y está 
formada por un trímero de cadenas pesadas de clatrina (Chc1p), de aproximadamente 190 
kDa cada una, que se unen radialmente sobre un eje central.  Sobre cada una de estas cadenas 
pesadas se une de forma no covalente una cadena ligera de clatrina (Clc1p) de 
aproximadamente 25 kDa (Kirchhausen & Harrison, 1981; Ungewickell & Branton, 1981).  
Cada uno de los tres brazos que forman el trisquelión mide aproximandamente 475 Å 
(Kirchhausen et al, 1986) y se puede dividir en en seis segmentos o regiones diferentes: 
segmento proximal, segmento knee, segmento distal, segmento ankle, segmento de unión y 
segmento o dominio terminal (Figura 8A). El grosor de cada brazo es relativamente 
uniforme, exceptuando el dominio terminal que posee una estructura globular 
correspondiente a la región amino terminal de la cadena pesada. Las tres cadenas pesadas 
interaccionan entre ellas por su extremo carboxilo terminal (Fotin et al, 2004).  
Cuando aproximadamente 36 trisqueliones (108 moléculas de Chc1p y 180 de Clc1p) 
se ensamblan alrededor de la membrana para formar la envuelta proteica de la futura 
vesícula, los brazos de cada uno de ellos interconectan desde el segmento distal hasta la 
región ankle, formando una estructura poliédrica con caras hexagonales y pentagonales que 
constituyen un enrejado de clatrina que envuelve la región de la membrana donde se va a 
formar la vesícula [Figura 8B; (Fotin et al, 2004)]. En esta estructura las cadenas ligeras de 
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clatrina quedan expuestas hacia el exterior de la vesícula. Por otra parte, la región terminal y 
el segmento de unión de las cadenas pesadas quedan libres para contactar con los diferentes 
adaptadores y con proteínas accesorias (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997; Boettner et al, 2011; 
Fotin et al, 2004; Faini et al, 2013; Brodsky, 2012). 
La cadena ligera de la clatrina se asocia al segmento proximal de la cadena pesada 
proximal (Ungewickell & Branton, 1981; Kirchhausen et al, 1983) a través de una región 
central de 71 residuos con repeticiones α-hélice (Kirchhausen et al, 1987; Jackson et al, 1987; 
Scarmato & Kirchhausen, 1990; Fotin et al, 2004), y también interacciona de forma variable 
con el segmento knee de ésta (Wilbur et al, 2010). Mediante diversos estudios se ha podido 
comprobar que en células de mamíferos la cadena ligera de la clatrina interacciona con la 
cadena pesada a través de tres residuos de triptófano que son esenciales para la unión, y que 
la región carboxilo terminal de CLC es la encargada de estabilizar la estructura del 
trisquelión (Ybe et al, 2007). 
En levaduras, la cadena ligera de la clatrina regula el ensamblaje eficiente de las 
cubiertas de clatrina (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997). En mamíferos se ha visto que Clc1p 
es importante para la estabilización in vitro de los trisqueliones (Ybe et al, 2003, 2007) y que 
actúa inhibiendo la unión espontánea de trímeros de Chc1p  (Ungewickell & Ungewickell, 
1991; Liu et al, 1995). De igual manera, se sabe que la unión de Clc1p con Chc1p previene un 
mal plegamiento de las cadenas pesadas y que, por lo tanto, la cadena ligera de la clatrina es 
necesaria para el ensamblaje de la cubierta (Wilbur et al, 2010). Varios estudios, también 
realizados en mamíferos, sugieren que CLC desempeña un papel en el desensamblaje de la 
cubierta proteica (Ferreira et al, 2012; DeLuca-Flaherty et al, 1990; Schmid et al, 1984).  
Figura 8. Arquitectura de la clatrina. A. Representación esquemática de un trisquelión donde se muestran 
las cadenas pesadas y ligeras de la clatrina y se indican los diferentes dominios de Chc1p. B. Ilustración de la 
organización de la envuelta de clatrina donde se observa resaltado un trisquelión en color azul claro.  
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6.1.2. Funciones de la clatrina 
El papel principal descrito para la clatrina es el de formar la cubierta de vesículas que 
participan en el transporte de moléculas desde la membrana plasmática a los endosomas 
tempranos y en el tráfico entre diferentes orgánulos intracelulares (estos eventos se 
describirán detalladamente más adelante). 
Gran cantidad de proteínas implicadas en la formación y tráfico de vesículas 
cubiertas por clatrina han sido estudiadas en profundidad empleando como organismo 
modelo la levadura de gemación Sacchromyces cerevisiae. En este organismo, los mutantes 
obtenidos mediante la deleción del gen que codifica la cadena pesada de la clatrina (CHC1) se 
han estudiado desde los años 80 (Payne & Schekman, 1985; Lemmon & Jones, 1987). En los 
estudios realizados se descubrió que la deleción de CHC1 provocaba multitud de defectos en 
la levadura. Las células presentaban crecimiento lento y morfología aberrante, además de ser 
genéticamente inestables (Payne & Schekman, 1985; Lemmon & Jones, 1987). Sin embargo, la 
ausencia del gen no era letal, a no ser que las células portasen una segunda mutación en otro 
gen (Lemmon & Jones, 1987; Munn et al, 1991). Aun con todos los defectos encontrados en los 
mutantes de CHC1, éstos eran capaces de secretar eficientemente diversas proteínas como la 
fosfatasa ácida y la invertasa (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987). 
En S. cerevisiae los mutantes chc1∆ y clc1∆ presentan algunos fenotipos similares, sin 
embargo, los mutantes carentes de CLC1 son viables en todas las condiciones y fondos 
genéticos estudiados (Chu et al, 1996; Silveira et al, 1990). En el caso de la ameba Dictyostelium 
discoideum, al igual que en S. cerevisiae, el fenotipo de los mutantes carentes de la cadena 
pesada es mucho más drástico que el que presentan los mutantes que no poseen la cadena 
ligera (Wang et al, 2003). En mamíferos, la cadena ligera de la clatrina tampoco es esencial, 
pero es necesaria para la estabilidad de los trisqueliones (Ybe et al, 2003, 2007). Por otra parte, 
aunque la depleción o sobrexpresión de CLC sólo provoca un defecto leve en la endocitosis, 
se han observado diversos defectos en el tráfico TGN/endosomas (Poupon et al, 2008; Wilbur 
et al, 2008; Huang et al, 2004; Chen & Brodsky, 2005), lo que sugiere que la función de la 
clatrina es más relevante para la secreción que para la endocitosis. 
Un hecho a resaltar es que, mientras las secuencias aminoacídicas de las cadenas 
pesadas de la clatrina están altamente conservadas en diferentes especies, no ocurre lo 
mismo con las secuencias de las cadenas ligeras, aunque éstas sí que presentan características 
físico-químicas similares (Silveira et al, 1990; Wang et al, 2003; Brodsky, 2012). Estas 
diferencias sugieren que, o bien la cadena ligera de la clatrina es menos importante que la 
cadena pesada para la funcionalidad de las vesículas, o bien la cadena ligera tiene distinta 
función en diferentes organismos. 
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La clatrina, además de constituir la cubierta de las vesículas que participan en 
distintos procesos de transporte, se ha visto que contribuye de forma autónoma a la 
organización de los citoesqueletos de actina y microtúbulos. 
La clatrina como elemento organizador de actina 
La cadena ligera de la clatrina juega un papel importante en el proceso de endocitosis 
ya que regula la polimerización de actina en los parches endocíticos a través de su unión a la 
proteína Sla2p (Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011).  
Además del papel que tiene la cubierta de clatrina en el reclutamiento de la actina 
para favorecer la escisión de las vesículas de la membrana plasmática, se han descubierto 
diferentes funciones para la clatrina relacionadas con la organización de la actina. En 
mamíferos, durante la infección por Listeria, la clatrina y la actina se acumulan en la región 
donde contactan la bacteria y la célula hospedadora para formar una vesícula de 
internalización del patógeno mucho mayor que las típicas vesículas de clatrina (Cossart & 
Veiga, 2008; Brodsky, 2012). Así mismo, la formación de sinapsis inmunológicas (IS) en las 
regiones de contacto de las células T con los complejos APCs (Antigen-Presenting Cells) 
también conlleva un reclutamiento masivo de actina en esas zonas, la cual es dependiente de 
la clatrina (Calabia-Linares et al, 2011). 
Por otra parte, en Drosophila se ha visto que la cadena pesada de la clatrina está 
implicada en el reclutamiento del complejo Scar/Wave, necesario para la formación de la 
melopodios, en la membrana plasmática (Gautier et al, 2011), por lo que la clatrina también 
podría tener un papel en la migración celular. 
La clatrina y su interacción con los microtúbulos 
   En mamíferos, la cadena pesada de la clatrina también se localiza en el SPB (Spindle Pole  
Pole Body o Cuerpo polar del huso) durante la mitosis. En este caso Chc1p forma un 
complejo con la proteína asociada a microtúbulos TACC3 y con la proteína ch-TOG, el cual 
participa en el crecimiento y estabilización de los microtúbulos (Royle, 2011, 2012). El 
complejo formado juega un papel importante en la estabilización de las fibras del cinetocoro. 
Estas fibras, que se extienden desde el cinetocoro hasta el centrosoma, participan en la 
segregación de los cromosomas durante la mitosis y son fundamentales para que este proce-






6.2. Adaptadores de clatrina 
Para la correcta formación de las vesículas cubiertas por clatrina se necesitan 
diferentes complejos adaptadores que interconecten las membranas en las que están los 
cargos con las moléculas de clatrina que se van depositando sobre ellas. Existen diversos 
tipos de adaptadores asociados a la clatrina que varían tanto en su estructura, como en los 
procesos en los que intervienen. 
6.2.1. Complejos Adaptadores (APs)  
Los complejos adaptadores AP (Assembly Polypeptides) se han catalogado como el 
mayor componente estructural que forma parte de las vesículas cubiertas por clatrina, tras la 
propia clatrina. Estos complejos intervienen en la selección del cargo que se va a transportar 
y en el ensamblaje de la cubierta de las vesículas (Schmid, 1997; Hirst & Robinson, 1998).  
En mamíferos, hasta el momento, se conocen cinco complejos adaptadores diferentes 
denominados AP 1−5. Estos complejos están asociados a la membrana plasmática, al TGN y a 
los endosomas, mediando el tráfico entre estos compartimentos. Sólo en en el caso de AP-1 y 
AP-2 se ha visto interacción directa con clatrina, los otros complejos adaptadores parecen 
poder ejercer su función sin unirse a ella (Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino, 
2001; Hirst et al, 2011). En levaduras solamente se han descrito tres complejos pertenecientes 
a esta familia, los complejos adaptadores AP-1, AP-2 y AP-3.  
Se denominan adaptinas a cada una de las subunidadades que conforman los 
complejos adaptadores de tipo AP. Éstos son heterotetrámeros formados por dos 
subunidades mayores (una subunidad γ/α/δ/ε o ζ y una subunidad β 1-5, que tienen  un 
peso comprendido entre los 70-100 kDa), una adaptina mediana (μ 1-5, de unos 50 kDa) y 
una adaptina pequeña denominada σ 1-5, de unos 20 kDa aproximadamente (Figura 9) 
(Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino, 2001; Hirst et al, 2011). Las adaptinas 
análogas de cada uno de los complejos adaptadores poseen una homología a nivel 
aminoacídico del 21 al 90% (Boehm & Bonifacino, 2001; Hirst et al, 2011). De modo general, 
las subunidades de diferentes complejos no son intercambiables entre sí, exceptuando 
posiblemente a las subunidades β1 y β2 de mamíferos y a las subunidades híbridas β1/2 de 
diversos invertebrados, que pueden formar parte tanto de los complejos AP-1, como AP-2 







Todos estos complejos poseen una estructura similar en la que las regiones amino 
terminales de las subunidades mayores forman un núcleo donde se unen las subunidades 
mediana y pequeña, mientras que las regiones carboxilo terminales forman unos apéndices 
que se unen al núcleo a través de una región bisagra flexible. Esta región flexible es una zona 
desestructurada de la proteína por la que el adaptador se une al dominio amino terminal de 
la cadena pesada de la clatrina, a través de dominios específicos de unión a clatrina (Fotin et 
al, 2004; Brodsky, 2012). En mamíferos, la interacción de los adaptadores AP-1 y AP-2 con la 
clatrina se produce a través de las regiones bisagra de las subunidades β1 y β2 (Gallusser & 
Kirchhausen, 1993; Dell’Angelica et al, 1998), aunque la estructura helicoidal solenoide de las 
subunidades γ y α también contribuye a la unión con la clatrina (Edeling et al, 2006). La 
subunidad μ es la principal encargada de la interacción de los adaptadores con los cargos y la 
adaptina σ tiene un papel estabilizador de la estructura del complejo. En S. cerevisiae 
solamente se ha observado interacción física de la clatrina con el adaptador AP-1 y no con los 
otros dos adaptadores que se han descrito para levaduras, AP-2 y AP-3 (Yeung et al, 1999). La 
ausencia de alguna de las cuatro subunidades afecta drásticamente a la formación de un 
complejo estable, pese a que en algunos organismos como C. elegans se ha comprobado que la 
pérdida de ciertas subunidades, aún permite la existencia de un complejo AP-2 parcialmente 
funcional (Panek et al, 1997; Gu et al, 2013). En el caso de S. cerevisiae se sabe que la deleción 
del gen APL3, que codifica la subunidad mayor α de AP-2, hace que se pierda la unión entre 
las subunidades Apl1 y Aps2, impidiendo la formación del complejo adaptador (Yeung et al, 
1999). 
Figura 9. Estructura de los complejos AP. Estructura general de los complejos de la 
familia de adaptadores de clatrina AP. Se muestran las posiciones relativas de las 
cuatro subunidades que los componen y algunos de los dominios implicados en su 
función. Figura modificada de Hirst et al, 2011. 
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Cada uno de los complejos AP posee una localización y función diferente, aunque todos 
poseen una estructura similar: 
 El complejo AP-1 posee una subunidad mayor γ (Apl4p) y otra β1 (Apl2p); una 
adaptina mediana (μ1), denominada Apm1p; y una subunidad pequeña σ1, 
denominada Aps1p (Boehm & Bonifacino, 2001). Este adaptador media el tráfico 
bidireccional entre TGN y los endosomas (Touz et al, 2004; Wang et al, 2003). En S. 
cerevisiae, diferentes mutaciones en los componentes del complejo AP-1 producen 
letalidad sintética con mutantes del gen CHC1, pero por sí mismas sólo originan un 
pequeño defecto en el procesamiento de la feromona factor α (Boehm & Bonifacino, 
2001). Además, la ausencia de este adaptador provoca la deslocalización de proteínas 
del TGN o de los endosomas. El reciclaje de la quitín sintasa Chs3p y de la proteína 
SNARE Tgl1p, desde los endosomas hasta el TGN requiere la presencia de AP-1 
(Valdivia et al, 2002; Yeung & Payne, 2001; Sacristan et al, 2013). AP-1 también es 
necesario para el correcto transporte entre TGN/endosomas de Ste13p, Kex2p, 
Gap1p y Drs2p (Ha et al, 2003; Foote & Nothwehr, 2006; O’Donnell et al, 2010; Liu et 
al, 2008). En contraste con lo que ocurre en la levadura de gemación, la deleción de 
alguna de las subunidades de AP-1 en S. pombe provoca fenotipos más severos en las 
células como,  por ejemplo, sensibilidad térmica y defectos en la citocinesis, en la 
integridad de la pared celular, en la fusión de las vacuolas y en la secreción de 
diversas enzimas (Kita et al, 2004). De igual modo, la ausencia de AP-1 produce la 
acumulación de proteínas destinadas a la secreción como la v-SNARE Syb1p en 
vesículas próximas al TGN (Kita et al, 2004; Ma et al, 2009). Recientemente también se 
ha descrito que en la levadura de fisión el transporte de la enzima Bgs1p depende 
parcialmente de AP-1 y que este adaptador es necesario para la correcta localización 
de la GTPasa Rho3p (Yu et al, 2012; Kita et al, 2011; Yu et al, 2013). En D. discoideum 
este complejo es necesario para el transporte de enzimas desde et TGN a los 
lisosomas y para la biogénesis de las vacuolas (Lefkir et al, 2003), y en C. elegans es el 
encargado de transportar las vesículas de receptores hacia los cilios olfativos (Dwyer 
et al, 2001). En mamíferos, AP-1 está implicado en el transporte del receptor de la 
manosa 6-fosfato desde el sistema endosomal hasta el TGN y también en el 
transporte de proteínas de membrana desde el aparato de Golgi o desde los 
endosomas hasta la membrana plasmática basolateral de las células epiteliales 
(Boehm & Bonifacino, 2002). 
 El complejo AP-2 es el segundo componente más abundante de las vesículas endocíti-
cas recubiertas por clatrina y es el adaptador mejor caracterizado dentro de la familia 
AP (Boehm & Bonifacino, 2001; Reider & Wendland, 2011). Las subunidades mayores 
α y β2 se denominan Apl3p y Apl1p, respectivamente, y Apm4p y Aps2p 
corresponden a las subunidades mediana (μ2) y pequeña (σ2) (Yeung et al, 1999). Este 
adaptador se localiza en la membrana plasmática y participa en la endocitosis 
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mediada por clatrina (Boehm & Bonifacino, 2001). AP-2 se une a la membrana 
plasmática a través de la subunidad α que interacciona con las cabezas lipídicas del 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) (Collins et al, 2002; Gaidarov & Keen, 1999; 
Rohde et al, 2002); en mamíferos se ha comprobado que la GTPasa Arf6 facilita el 
reclutamiento de este adaptador y de la clatrina en las membranas de las vesículas 
sinápticas, estimulando la producción de PI(4,5)P2 (Krauss et al, 2003). Las 
subunidades μ2 y σ2 poseen sitios de unión a los diferentes cargos que se van a 
transportar (Jackson et al, 2010) y la adaptina β2 es la encargada de unirse a la 
clatrina. En animales, AP-2, junto con otros adaptadores endocíticos, es fundamental 
para la formación de vesículas sinápticas en neuronas (Robinson, 2004; Kim et al, 
2013). Igualmente, AP-2 interviene en la endocitosis mediada por clatrina del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR, del receptor de LDL y del virus 
de la gripe, entre otros (Zupancic et al, 2008; Goh et al, 2010; Motley et al, 2003; Maurer 
& Cooper, 2006; Lakadamyali et al, 2006). En D. melanogaster la ausencia de la α 
adaptina de AP-2 provoca diferentes problemas relacionados con el desarrollo y la 
diferenciación celular, desde letalidad embrionaria hasta incapacidad de volar y 
caminar en individuos que llegan a adultos (González-Gaitán & Jäckle, 1997; Berdnik 
et al, 2002; O’Connor-Giles & Skeath, 2003). En C. elegans la ausencia de alguna de las 
subunidades de AP-2 también provoca problemas en el desarrollo e incluso 
inviabilidad embrionaria (Grant & Hirsh, 1999; Shim & Lee, 2000). En D. discoideum la 
ausencia de la adaptina β1/2, subunidad que influye tanto al adaptador AP-1 como 
al AP-2, provoca serios defectos en el crecimiento, la citocinesis, el desarrollo y la 
formación de vacuolas (Sosa et al, 2012). En S. cerevisiae, al igual que ocurre en otros 
organismos, AP-2 se localiza en los lugares de endocitosis activa (Kaksonen et al, 
2005; Carroll et al, 2009). Sin embargo, en este caso, no se ha encontrado interacción 
directa entre la subunidad β2 del complejo adaptador y la clatrina (Yeung et al, 1999). 
No existe mucha información con respecto a la función exacta del complejo AP-2 en 
levaduras pero éste no parece tener mucha relevancia en la endocitosis mediada por 
clatrina. En S. cerevisiae el único cargo que se conoce de este complejo adaptador es la 
toxina “killer” K28 (Carroll et al, 2009) y en S. pombe, hasta ahora, no se le había 
atribuido ninguna función. Estos datos parecen indicar que en levaduras, AP-2 
podría estar involucrado en la internalización de cargos muy específicos por lo que 
su papel no sería tan relevante como en otros organismos. 
 El complejo AP-3 está relacionado con el transporte desde el TGN a las vacuolas 
(Bowers & Stevens, 2005; Dell’Angelica, 2009; Hirst et al, 2011). Sus subunidades 
mayores δ y β3 se denominan Apl6p y Apl5p, mientras que Apm3p y Aps5p 
corresponden a las subunidades μ3 y σ3, respectivamente. En S. cerevisiae, la ruta 
mediada por este complejo adaptador va desde el TGN a las vacuolas directamente 
sin pasar por los endosomas; también se denomina ruta ALP, ya que se descubrió al 
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analizar el tráfico de la enzima fosfatasa alcalina. Para llevar a cabo este transporte es 
necesaria la presencia del complejo AP-3 pero no la de la clatrina. Otras de las 
proteínas que siguen esta ruta son Yck3p, Vamp3p y Nyv1p, que están localizadas en 
la membrana de la vacuola. Esto indicaría que esta ruta mediada por el adaptador  
AP-3 podría ser un mecanismo de transporte directo a la vacuola sin tener que pasar 
previamente por compartimentos intermedios (Dell’Angelica, 2009). Estudios 
realizados en mutantes del complejo AP-3 en moscas, ratones y en humanos han 
demostrado que este adaptador es particularmente importante para el tráfico de 
proteínas destinadas a los lisosomas (Robinson, 2004; Dell’Angelica, 2009). 
6.2.2. Otros adaptadores 
Existen otra serie de adaptadores que median el transporte de las vesículas cubiertas 
por clatrina en el proceso de endocitosis y en la secreción. 
Este es el caso de los adaptadores monoméricos GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear 
containing ARF-binding proteins) que están relacionados con el transporte desde el TGN 
hasta los endosomas tardíos. En levaduras (S. cerevisiae y S. pombe) existen dos GGAs 
diferentes, mientras que en mamíferos existen tres. Estos adaptadores poseen una estructura 
similar al dominio carboxilo terminal de las adaptinas mayores. En levaduras la deleción de 
las dos GGAs provoca defectos en el transporte de las proteínas CPY (carboxipeptidasa Y), 
CPS (carboxipeptidasa S), Pep12p, y Gap1p, en la maduración del factor α y en la morfología 
vacuolar (Boehm & Bonifacino, 2001; Bonifacino, 2004; Scott et al, 2004). 
Por otra parte, están las proteínas con homología a epsinas que en levaduras son las 
proteínas Ent1p, Ent2p, Ent3p y Ent5p. Éstas poseen estructura monomérica y tienen 
funciones redundantes con otros adaptadores en los procesos en los que participan. Ent3p y 
Ent5p son proteínas que intervienen en procesos de tráfico desde el TGN a los endosomas y a 
las vacuolas (Copic et al, 2007; Duncan et al, 2003). Ent1p y Ent2p, por su parte, promueven la 
endocitosis de moléculas que poseen señales de ubiquitinación, como es el caso del receptor 
Ste2p (Reider & Wendland, 2011). Las proteínas adaptadoras homólogas a AP180 (Yap1801 y 
Yap1802) actúan también en el proceso de endocitosis y son necesarias para la internalización 
de v-SNAREs, como es el caso de Scn1p (Burston et al, 2009), y parecen tener un papel 







6.3. Endocitosis mediada por clatrina 
La endocitosis mediada por clatrina es la mayor ruta de internalización de 
membranas y lípidos desde la superficie celular. Es un proceso altamente conservado desde 
levaduras a humanos y está muy regulado. Tal y como se ha explicado previamente, el 
proceso comienza con la incorporación de diversas proteínas sobre la porción de membrana 
que se va a endocitar para promover la formación de las vesículas y el posterior transporte 
de las mismas hacia el interior celular. [Figura 10 (Sirotkin et al, 2010; Boettner et al, 2012; 
Weinberg & Drubin, 2012)]. 
En primer lugar es necesaria la unión de diversos factores, denominados proteínas 
tempranas, al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) de la membrana, que marcarán los 
sitios donde se va a formar la vesícula endocítica. La fosforilación de estos lípidos por 
inositol quinasas es fundamental para la formación de las vesículas (Stefan et al, 2002; 
Antonescu et al, 2011). En levaduras, las primeras proteínas que llegan al sitio de formación 
de la vesícula son la clatrina, Ede1p (una proteína con homología a Eps15p) y Syp1p (una 
proteína con dominios F-BAR/μ2) (Reider et al, 2009; Stimpson et al, 2009).  
 
Figura 10. Modelo del mecanismo del proceso de endocitosis mediada por clatrina en levaduras. La endo-
citosis mediada por clatrina en levaduras se puede dividir en tres etapas temporales diferentes. La formación 
de la cubierta comienza con la unión de diversas proteínas tempranas a la membrana plasmática como 
Syp1p y Ede1p, para que posteriormente se una la cubierta principal de clatrina y otras proteínas accesorias. 
Una vez establecida la cubierta, hay una polimerización masiva de actina inducida y controlada por el com-
plejo Arp2/3 que va a ejercer la fuerza necesaria para invaginar la membrana plasmática. Las anfifisinas 
Rvs161/167 son las encargadas de escindir la vesícula. Una vez liberada la vesícula se produce el desensam-
blaje de las proteínas de la cubierta por la acción de proteínas quinasas y fosfatasas para que intervengan en 
la formación de sucesivas vesículas endocíticas. Figura modificada de Boettner et al, 2012. 
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La proteína Ede1p es necesaria, al igual que la clatrina, para que la formación de la 
vesícula se lleve a cabo correctamente, mientras que Syp1p interviene en la formación de los 
parches de actina y es esencial para la formación de estos en células de mamíferos (Henne et 
al, 2010), pero no así en levaduras (Kaksonen et al, 2005; Boettner et al, 2009; Stimpson et al, 
2009). 
Para que se produzca la formación de la cubierta proteica es necesaria la presencia de 
diversos adaptadores que favorezcan la interacción de la clatrina con el componente lipídico 
de la membrana y con los diferentes cargos que se van a endocitar. Como ya se ha 
comentado, el complejo adaptador AP-2 es el mediador principal de la endocitosis en células 
de mamíferos. En el caso de las levaduras este complejo no es esencial para la endocitosis 
mediada por clatrina y parece que su papel estaría más relacionado con la endocitosis de 
determinados cargos específicos (Carroll et al, 2009). En este caso, sin embargo, parecen 
cobrar mayor protagonismo otros adaptadores como las epsinas Ent1p y Ent2p y las 
proteínas Yap1801/2 (AP180), que tendrían un papel redundante entre ellas (Maldonado-
Báez et al, 2008). Seguidamente se unen una serie de proteínas, entre las que se incluyen 
Sla2/End4p y Sla1p, para formar las cubiertas intermedias y tardías que van a permitir la 
unión de diversos Factores Promotores de la Nucleación o NPFs (Nucleation-Promoting 
Factors), los cuales favorecerán el ensamblaje de una densa red de actina para promover la 
invaginación de la membrana plasmática (Moseley & Goode, 2006; Boettner et al, 2012). El 
responsable principal de la polimerización de esta red de filamentos de actina es el complejo 
Arp2/3, cuya actividad está regulada por los NPFs. En S. cerevisiae se conocen cinco NPFs 
diferentes: la proteína con homología a Eps15 (EH) Pan1p, el miembro de la familia WASP 
Las17p, los miembros de la familia MYO Myo3p y Myo5p, y la proteína  Abp1p, que también 
es importante para el reclutamiento de los factores necesarios para el desensamblaje de la 
cubierta tras la escisión de la vesícula (Kaksonen et al, 2005). Éstas, junto con la acción de 
otras proteínas, favorecen la activación del complejo Arp2/3 y la nucleación de la actina. Los 
filamentos de actina formados, junto con la fuerza motora ejercida por las miosinas, 
deforman la membrana y provocan su invaginación para que posteriormente se escinda la 
vesícula (Boettner et al, 2012). En S. cerevisiae, las anfifisinas Rvs161p/Rvs167p intervienen en 
la liberación de la vesícula de la membrana plasmática y la dinamina Vps1, aunque no parece 
ser necesaria para la escisión, está presente en los parches de endocitosis (Boettner et al, 
2012). En el caso de S. pombe, las proteínas con dominios F-BAR Cdc15p y Bzz1p parecen ser 
críticas para la escisión de la vesícula endocítica (Arasada & Pollard, 2011). En este proceso 
también son necesarias las fosfatasas Slj1p y Sjl2p o “sinaptojaninas”, que  desfosforilan los 
lípidos PI(4,5)P2  adyacentes a la vesícula permitiendo la deformación de la membrana para 




La posteriror despolimerización de la cubierta se inicia con la acción de las fosfatasas 
sinaptojaninas, las quinasas Ark1p/Prk1p y a la hidrólisis de GTP mediada por proteínas 
GAPs que favorecen la pérdida de la cubierta proteica (Doherty & McMahon, 2009; Boettner 
et al, 2012). Finalmente, la red de actina presente alrededor de las vesículas es eliminada por 
la acción de diversas moléculas como Cof1p, Crn1p, Srv1p y Aip1p (Okreglak & Drubin, 
2010; Boettner et al, 2012), dejando a las vesículas libres para fusionarse con su diana. 
6.4. Secreción mediada por clatrina 
El último compartimento del aparato de Golgi, el TGN, dirige proteínas a diferentes 
destinos entre los que se incluyen la membrana plasmática y el sistema endosomal. El 
transporte desde el TGN está mediado mayoritariamente por vesículas cubiertas por clatrina 
que se dirigen a los endosomas tempranos. Los principales adaptadores que participan en la 
formación de las vesículas cubiertas por clatrina en el TGN son las proteínas GGAs, las 
proteínas con homología a epsinas Ent3p y Entp5, y el complejo adaptador AP-1. La 
formación de vesículas recubiertas por clatrina en el TGN para llevar a cabo el transporte de 
diversos cargos hasta los endosomas tempranos es un proceso que aún no está tan detallado 
como la endocitosis mediada por clatrina. A pesar de ello, diferentes estudios están 
permitiendo que cada vez se conozca más información sobre esta ruta de transporte.  
Se ha descrito que los diferentes adaptadores se reclutan secuencialmente sobre la 
misma vesícula en dos momentos diferentes coordinados en el tiempo (Daboussi et al, 2012). 
El proceso para la formación de la vesícula en TGN comienza con la llegada a la 
membrana de la GTPasa Arf1p, necesaria para el reclutamiento de la cubierta de clatrina, y 
de la proteína Pik1p que sintetiza el lípido de membrana fosfatidil-insositol-4-fosfato (PI4P). 
La presencia de Arf1p y el incremento de PI4P hacen que se incorpore a la membrana la 
proteína Gga2p, que a su vez favorece la llegada de más Pik1p, produciéndose mayor 
cantidad de PI4P, que, a su vez, reclutarán más GGAs. Estas proteínas interaccionan con 
Ent3p, que se une a diferentes SNAREs involucrados en el reconocimiento/fusión de las 
vesículas a los endosomas (Black & Pelham, 2000; Wang et al, 2011) y también se une una 
pequeña proporción de moléculas de Ent5p. Una vez establecidos estos adaptadores, y 
debido a un incremento de los niveles de PI4P, comienza una segunda oleada de 
reclutamiento en la que se incorporan AP-1 y una mayor cantidad de Ent5p, que tiene 
capacidad autorreguladora en el proceso, para formar las vesículas de transporte que 






7. TRÁFICO VESICULAR INDEPENDIENTE DE CLATRINA 
Aunque  los eventos de transporte vesicular mediados por vesículas cubiertas por 
clatrina son los mejor caracterizados, existen otra serie de rutas implicadas en la endocitosis y 
secreción de moléculas en las que intervienen otra serie de vesículas. A continuación se des-
criben brevemente estas rutas, su función y el tipo de vesículas que intervienen ellas. 
7.1. Vesículas COPII 
Las vesículas COPII son las responsables del transporte de proteínas desde el retículo 
endoplasmático (RE) al aparato de Golgi. Estas vesículas parten de regiones específicas del 
RE denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites), que son las zonas donde se van a 
reclutar los diferentes componentes de las cubiertas de las vesículas (Okamoto et al, 2012; 
Spang, 2009). La GTPasa responsable del reclutamiento de las diferentes proteínas de la cu-
bierta en la membrana del RE, es Sar1p. Esta GTPasa pertenece a la familia Arf y es activada 
por el GEF Sec12p. La cubierta de las vesículas COPII está formada por un heterodímero 
constituido por las proteínas Sec23p y Sec24p, que reclutan las moléculas cargo que se van a 
transportar, y por un heterotetrámero formado por dos unidades de la proteína Sec13p y dos 
unidades de Sec31p (Jensen & Schekman, 2011). Además Sec16p es una proteína fundamen-
tal para la estabilización de la cubierta, ya que actúa como andamio de unión entre los dife-
rentes componentes de la cubierta (Whittle & Schwartz, 2010). A diferencia de la clatrina, las 
proteínas que constituyen la cubierta COPII pueden interaccionar y reconocer los cargos que 
se van a transportar, aunque también existen diversos adaptadores específicos que median el 
tráfico de determinadas moléculas. Este es el caso de los receptores de la familia p24, que me-
dian el tráfico de proteínas con anclaje GPI, o de Erv29p y Erv14p, que son necesarias para el 
transporte de la proteína soluble Cpy1p, la primera, y de proteínas transmembrana dirigidas 
a la vía de secreción,  la segunda . 
7.2. Vesículas COPI 
El transporte mediado por vesículas COPI es un mecanismo importante para la recu-
peración de proteínas y de membrana desde el aparato de Golgi al retículo endoplasmático. 
Estas vesículas también están implicadas en el reciclaje de proteínas y en el transporte an-
terógrado (biosintético) en el aparato de Golgi (Hsu & Yang, 2009). Las vesículas COPI y CO-
PII no son iguales estructuralmente ni realizan las mismas funciones. El ensamblaje de la cu-
bierta COPI sobre la membrana depende de la actividad de la GTPasa Arf1p, mediada por 
los GEFs Gea1p y Gea2p (Bonifacino & Lippincott-Schwartz, 2003; Faini et al, 2013). La cu-
bierta de las vesículas COPI se denomina coatómero y está formada por siete proteínas dife-
rentes. Las subunidades α, β´y ε (Ret1p/Sec27p/Sec28p de levaduras) forman el complejo 
externo o COPI-B y las subunidades β, γ, δ, y ζ (Sec26p/Sec21p/Ret2p/Ret3p) constituyen el 
complejo interno o  COPI-f. Las subunidades de COPI-f, por su parte, presentan homología 
con los componentes del complejo adaptador AP-2 (Faini et al, 2013; Schledzewski et al, 1999; 
Gabriely et al, 2007; Popoff et al, 2011).  
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Al igual que las vesículas COPII, determinadas subunidades de COPI pueden        
interaccionar con diferentes moléculas cargo para su reconocimiento y transporte. Este es el 
caso de las proteínas solubles marcadas con las señales de recuperación KDEL o KKXX 
(HDEL en levaduras) que son transportadas desde el Golgi de vuelta al RE a través del recep-
tor KDEL, o Erd2p en el caso de las levaduras (Lewis & Pelham, 1992). El reciclaje de las pro-
teínas de membrana se lleva a cabo a través del reconocimiento de motivos di-lisina o di-
arginina por parte de los componentes de la cubierta COPI. Las subunidades Sec27p y Ret1p 
se unen a señales di-lisina, mientras que Sec26p y Ret2p lo hacen a motivos di-arginina pre-
sentes en las proteínas que se van a transportar (Eugster et al, 2004; Duden et al, 1994). 
Además de éstos, existen otros receptores de proteínas de membrana como es el caso de 
Rer1p, que recupera proteínas como Mns1p, Sec12p, Sec63p y Sec71p al RE mediante vesícu-
las COPI (Kaether et al, 2007; Sato et al, 2003; Spasic et al, 2007). 
7.3. El retrómero 
Se denomina retrómero a la cubierta de determinadas vesículas que están implicadas 
en el tráfico y recuperación de proteínas desde los endosomas hacia el TGN (Seaman, 2005). 
Es una ruta conservada desde levaduras hasta mamíferos. En S. cerevisiae, el retrómero está 
formado por 5 proteínas diferentes, un heterotrímero constituido por Vps26p, Vps29p y 
Vps35p, que son las encargadas de reconocer a los cargos; y un heterodímero de las proteínas 
Vps17p y Vps5p, que van a deformar la membrana de los endosomas para formar la vesícula 
(Collins, 2008). El ensamblaje de las diferentes proteínas que forman la cubierta está controla-
do por la activación de la GTPasa Ypt7p (Balderhaar et al, 2010; Liu et al, 2012). 
Se conocen diferentes adaptadores que participan en la recuperación de diversos 
complejos transportadores, como es el caso la proteína Snx3p, que es necesaria para el reco-
nocimiento del transportador de hierro Frt1-Fet3 (Strochlic et al, 2008). También son cargos 
de este tipo de vesículas las proteínas Kex2p y Yif1p (Collins, 2008; Strochlic et al, 2008). Las 
vesículas del retrómero son reconocidas en el TGN por el complejo GARP (Golgi-Associated 
Retrograde Protein), que está formado por Vps51p-Vps52p-Vps53p-Vps54p, y es reclutado 
por la GTPasa Rab Ypt6p (Cullen & Korswagen, 2012; McGough & Cullen, 2011; Bonifacino 
& Hierro, 2011).  
En S. pombe, Vps17p y Vps5p son necesarias para la esporulación (Koga et al, 2004), 
mientras que Vps26p, Vps29p y Vps35p son necesarias para el transporte retrógrado de 
Vps10p desde el compartimento prevacuolar al Golgi. Vps10 es una proteína necesaria para 
el transporte a la vacuola de diversas proteínas, entre las que se incluye la carboxipeptidasa 






7.4. El exómero 
El término exómero se ha propuesto para un tipo de cubierta vesicular solo descrita 
hasta el momento en S. cerevisiae (Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein et al, 2006; Wang 
et al, 2006). Es la cubierta de un tipo de vesículas que median el transporte de proteínas desde 
el TGN hasta la membrana plasmática. Está formada por la proteína Chs5p y por cuatro pro-
teínas (Chs6p, Bud7p, Bch1p y Bch2p) que se denominan ChAPs (Chs5 and Arf1-binding 
Proteins). Chs5p y las ChAPs son reclutadas a la membrana del TGN por la GTPasa Arf1p 
(Trautwein et al, 2006; Wang et al, 2006). Las ChAPs determinan la especificidad de las proteí-
nas cargo que se van a transportar hacia la superficie celular, y su reclutamiento a las vesícu-
las depende del autoensablaje de Chs5p que actúa de “andamio” para que las proteínas del 
complejo se mantengan unidas (Trautwein et al, 2006). Hasta el momento, sólo se conocen 
dos cargos de estas vesículas, que son la quitín sintasa Chs3p y Fus1p, siendo el tráfico de la 
proteína Chs3p el mecanismo más estudiado (Valdivia et al, 2002; Martín-García et al, 2011; 
Sacristan et al, 2013). 
7.5. ESCRT 
El transporte de diversas proteínas para su posterior degradación por proteasas va-
cuolares se lleva a cabo mediante la actuación de la maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport). Ésta la forman cinco complejos diferentes denominados 
ESCRT-0, -I, -II, -III y Vps4p, que son los encargados de transportar las proteínas que se van a 
degradar hasta los endosomas tardíos y son los responsables de la formación los denomina-
dos cuerpos multivesiculares o MVB (Multivesicular Bodies). Posteriormente, los MVB se 
fusionarán con las vacuolas, favoreciendo la degradación de las proteínas por la actuación de 
las enzimas hidrolíticas presentes en estos orgánulos (Rusten et al, 2012; Henne et al, 2011). 
7.6. Endocitosis independiente de clatrina 
A pesar de que el proceso de endocitosis mediado por clatrina es el mecanismo de inter-
nalización de moléculas más estudiado, existen otras vías independientes al tráfico de vesícu-
las cubiertas de clatrina por las cuales se produce la entrada de diferentes tipos de cargos en 
las células. 
En mamíferos es donde se han descrito más rutas diferentes de endocitosis independien-
tes de clatrina (Doherty & McMahon, 2009; Hansen & Nichols, 2009; Prosser et al, 2011; Sand-
vig et al, 2011). 
1. Endocitosis dependiente de RhoA y dependiente de Cdc42: Ambos mecanis-
mos parecen ser dependientes de los lipid rafts para la formación de las vesícu-
las (Kumari et al, 2010; Lamaze et al, 2001; Howes et al, 2010). La ruta depen-
diente de RhoA es responsable de la endocitois del receptor de la interleucina-2 
(Lamaze et al, 2001) y también de diferentes toxinas como la toxina C2 de Clos-
tridium botulinum (Pust et al, 2010; Gibert et al, 2011). La endocitosis dependien-
te de Cdc42 es la responsable de la toma de la mayor parte de fluido en la célu-
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la. También es responsable de la internalización de proteínas con anclaje GPI; 
este último mecanismo también se denomina ruta CLIC/GEEC (clathrin- and 
dynamin-independent carrier/glycosyphospahtidylinositol-anchored protein-
enriched early endosomal compartment) (Kumari et al, 2010). 
2. Endocitosis asociada a caveolina: La caveolina es una proteína estructural aso-
ciada a microdominios en la membrana plasmática ricos en colesterol y esfin-
golípidos, denominados caveolas. La conformación de las caveolas depende de 
la expresión de las caveolinas, que se organizan en oligómeros que recubren la 
porción de membrana que se va a endocitar. El virus SV40 es uno de los cargos 
conocidos que se endocitan mediante esta ruta (Pelkmans et al, 2001; Norkin et 
al, 2002).  
3. Endocitosis dependiente de flotilina: Las flotilinas son otro tipo de proteínas 
que se asocian a la membrana para llevar a cabo la endocitosis de diferentes 
partículas entre las que se encuentran la toxina B del cólera y los proteoglica-
nos (Payne et al, 2007; Glebov et al, 2006). 
4. Endocitosis asociada a Arf6: Esta ruta está relacionada con la entrada del com-
plejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC I) y de las integrinas. Más 
que un mecanismo de endocitosis propiamente dicho, ésta parece ser una ruta 
de reciclaje entre la membrana plasmática y endosomas (Grant & Donaldson, 
2009). 
5. Macropinocitosis: Este mecanismo se refiere a la internalización de grandes 
porciones de membrana en las que se forman vesículas con un tamaño de diá-
metro mayor a 5 μm. Para que se lleve a cabo este proceso es necesaria la inter-
vención de otras proteínas entre las que se incluyen Rac1, Pak1, Cdc42, Arf6 y 
las nexinas (Kerr & Teasdale, 2009; Wang et al, 2010). 
Aunque las rutas de endocitosis independientes de clatrina fueron descritas inicialmente 
en células de vertebrados, se ha comprobado la existencia de algún mecanismo de endocito-
sis independiente de clatrina en otros organismos como Caenorhabditis elegans, Drosophila me-
lanogaster, Dictyostelium discoideum y plantas, demostrándose que estas vías están conserva-
das a lo largo de la evolución (Cardelli, 2001; Glodowski et al, 2007; Bandmann et al, 2011; 
Prosser et al, 2011). Hasta hace unos años no se tenía información de que estos mecanismos 
también existiesen en hongos, incluyendo a las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosac-
charomyces pombe, aunque había evidencias de su existencia ya que los mutantes chc1∆ de S. 
cerevisiae mantenían aproximadamente un 30% del nivel de endocitosis (Kaksonen et al, 2005; 
Newpher et al, 2006; Chu et al, 1996). No obstante, estudios recientes al respecto han descu-
bierto una ruta de endocitosis no mediada por clatrina y dependiente de la GTPasa Rho1p y 








El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido profundizar en el conoci-
miento de cómo el tráfico vesicular mediado por clatrina regula la morfogéne-
sis de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe. En particular, se ha 
querido estudiar el papel que juegan en este proceso tanto la cadena ligera de 





1. LOCALIZACIÓN DE LA PROTEÍNA Clc1p  
   De acuerdo con la base de datos de S. pombe (http://www.pombase.org) las ORFs 
SPBC9B6.08 y SPAC26A3.05 codifican las proteínas Clc1p y Chc1p, que corresponden a las 
cadenas ligera y pesada de la clatrina respectivamente. Estos genes poseen una identidad del 
29% (clc1+) y del 51% (chc1+) con sus genes ortólogos en S. cerevisiae. Antes de proceder al es-
tudio de la función de la clatrina en S. pombe se llevó a cabo el análisis de la localización de 
Clc1p y Chc1p in vivo para conocer si su distribución en la levadura de fisión era similar a la 
observada en otros organismos (desde levaduras hasta mamíferos). 
   Con tal fin se clonaron los genes de la cadena ligera y pesada de la clatrina. El gen clc1+ 
se marcó en su extremo carboxilo terminal con las secuencias de las proteínas de fusión GFP 
y mCherry (ver “Materiales y métodos”). Por otra parte, el gen chc1+ se marcó en su región 
central con la secuencia de la proteína verde fluorescente (GFP). Con estas construcciones 
integradas en el genoma de la levadura se observó que las proteínas Clc1-mCherry y Chc1-
GFP se distribuían por el citoplasma de la célula como puntos de diferentes tamaños, y que la 
señal de ambas proteínas co-localizaba (Figura 11A). Posteriormente al desarrollo de estos 
estudios Sirotkin y colaboradores (Sirotkin et al, 2010) describieron una localización similar 
para ambas proteínas en este organismo. 










Figura 11. Localización de Clc1p en S. pombe. A. Micrografías de contraste interferencial (DIC) y fluorescen-
cia de células que expresan las proteínas de fusión Clc1-mCherry y Chc1-GFP y la imagen superpuesta de 
ambas fluorescencias. Las imágenes son proyecciones máximas de planos adquiridos en series-z con un sis-
tema de microscopía DeltaVision. B. Micrografías de la localización de Clc1-GFP en células silvestres, cdc10 y 
cdc25 incubadas a 36°C durante tres horas. Imágenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia con-





Como se observa en la Figura 11A, Clc1p y Chc1p no presentaban un patrón claro de 
polarización hacia los sitios activos de endocitosis, que en S. pombe son los polos y el ecuador 
celular. Para confirmar la ausencia de polarización durante todo el ciclo celular se observó la 
localización de la proteína de fusión Clc1-GFP en los mutantes cdc10+ y cdc25+, que a 36°C 
sufren parada en las fases G1 y G2 del ciclo celular respectivamente. En ambos casos, al igual 
que ocurría en cultivos asincrónicos de la estirpe silvestre, la fluorescencia de Clc1-GFP se 
observaba como puntos brillantes dispersos por el citoplasma (Figura 11B). Un posible moti-
vo por el cual no se apreciaría la señal de Clc1-GFP en los polos celulares podría ser que la 
intensa señal emitida por la proteína en el interior celular estuviese enmascarando la localiza-
ción de Clc1p en los sitios activos de endocitosis.  
   Para abordar esta cuestión, células silvestres que expresaban Clc1-GFP se trataron con 
Brefeldina A, una droga que en neuronas inhibe el transporte desde el retículo endoplasmáti-
co hasta el aparato de Golgi, pero que no interfiere con el reclutamiento de AP-2 ni de la cla-
trina en la membrana plasmática. La Brefeldina A también bloquea el tráfico del retículo en-
doplasmático al Golgi en la levadura de fisión (Krauss et al, 2003; Turi et al, 1994). Tras un 
breve tratamiento (100 μM de Brefeldina A durante 10 minutos, ver “Materiales y métodos”) 
fue posible observar  pequeños puntos fluorescentes de Clc1-GFP en la superficie celular de 
los polos y en la zona de división celular (Figura 12A, puntos señalados con flechas en la fo-
tografía situada a la derecha). Al hacer una tinción con el colorante lipofílico FM4-64 y super-
poner las imágenes obtenidas con las de la localización de la cadena ligera de la clatrina, se 
pudo observar cómo diversos puntos de Clc1-GFP coincidían con sitios donde se estaban for-
mando  vesículas endocíticas (panel de la izquierda de la Figura 12B, las flechas señalan posi-
bles vesículas).  
Otra aproximación con la que se pudo observar la señal de Clc1-GFP en la superficie ce-
lular sin emplear ninguna droga fue expresando esta proteína en un mutante end4∆, que pre-
senta defectos en la progresión de las vesículas endocíticas hacia el interior celular (Iwaki et 
al, 2004). En el panel situado a la derecha en la Figura 12B se observa cómo la vesícula de 
Clc1p señalada con una flecha coincide con una posible vesícula endocítica al hacer una tin-








2. LA DELECIÓN DEL GEN clc1+ ES LETAL PARA LAS CÉLULAS DE S. pombe  
   Con el fin de estudiar la función del gen clc1+ en S. pombe se construyó un mutante nu-
lo para el mismo. Para ello se transformó una cepa diploide (HVP124) con el casete de dele-
ción clc1::KANMX6 construido tal y como se explica en la sección “Materiales y métodos”. En 
varios clones diploides heterozigóticos clc1+/clc1::KAN, fruto de la transformación, se indujo 
la esporulación y se realizó el análisis de tétradas mediante micromanipulación en placas de 
medio YES. Como se muestra en la Figura 13A, tras 5 días de incubación a 28°C solamente 
dos de las cuatro esporas diseccionadas generaron colonias, las cuales eran sensibles a geneti-
cina. Este dato indicaba que la deleción del gen clc1+ podría ser letal ya que los mutantes nu-
los deberían ser resistentes a este antibiótico. Este mismo experimento se realizó diseccionan-
do las tétradas en placas de YES suplementadas con el estabilizador osmótico sorbitol. En 
esta ocasión las cuatro esporas formaron colonias, dos de ellas de tamaño bastante reducido 





Figura 12. Localización de Clc1p en la su-
perficie celular. A. Micrografías 
(proyecciones máximas de planos adquiri-
dos en series-z) de la localización de la pro-
teína de fusión Clc1-GFP en células silves-
tres tratadas con etanol (solvente) o Brefeldi-
na A (100 μM) durante 10 minutos. B. Micro-
grafías de secciones medias de células silves-
tres tratadas con Brefeldina A (panel de la 
izquierda) y del mutante end4∆ (panel de la 
derecha) teñidas con FM4-64; las flechas 
indican los puntos donde la señal de Clc1-
GFP co-localiza con un sitio de endocitosis. 
Las imágenes de A y B se han obtenido con 
un sistema de microscopía DeltaVision. Ba-




2.1. La estabilización osmótica del medio rescata la letalidad del mutante clc1∆  
   Para determinar si clc1+ era necesario para el crecimiento vegetativo de S. pombe, o sólo 
lo era para la germinación de las esporas, se realizó un ensayo de crecimiento para determi-
nar la supervivencia del mutante clc1∆ en ausencia de un estabilizador osmótico en el medio. 
Células de una estirpe silvestre y de la estirpe mutante, incubadas en medio YES líquido su-
plementado con sorbitol, se lavaron y se transfirieron a un medio libre del estabilizador 
osmótico. En estas condiciones se tomaron alícuotas a las 0 horas (células creciendo en medio 
con sorbitol) y después de estar incubadas sin estabilización osmótica durante 12, 24 y 36 
horas. Por cada muestra recogida se sembraron un total de 600 células en placas de YES con 
sorbitol que se incubaron durante 5 días a 28°C. Transcurrido ese tiempo se cuantificó el 
número de colonias formadas. Como se muestra en la gráfica de la Figura 13B, tras 12 horas 
de crecimiento en ausencia de sorbitol en el medio la viabilidad de las células del mutante 
clc1∆ se redujo hasta el 30%. A las 24 horas de estar creciendo en esas mismas condiciones 
prácticamente la totalidad de las células mutantes estaban muertas, hecho que no ocurría al 
analizar el crecimiento de colonias en la cepa silvestre. Mediante una tinción con azul de me-
tileno se observó que aproximadamente un 50% de las células mutantes estaban lisadas tras 
12 horas de incubación en YES sin sorbitol (Figura 13B, ejemplos mostrados en el panel situa-
do a la derecha).  
   Con estos datos se asumió que la deleción del gen clc1+ era letal y que la estabilización 
osmótica del medio era capaz de rescatar esta letalidad, permitiendo el crecimiento y la divi-
sión de las células. 
   Posteriormente a la realización de estos experimentos, en el año 2010 Kim y colabora-
dores en su estudio titulado "Analysis of a genome-wide set of gene deletions in the fission 
yeast Schizosaccharomyces pombe" (Kim et al, 2010) determinaron que tanto la deleción de clc1+ 
como la de chc1+ eran letales para S. pombe, corroborando así nuestros resultados. 
   Dado que el análisis del mutante clc1∆ sólo podía ser realizado empleando medios es-
tabilizados osmóticamente, los experimentos presentados en este trabajo en los que se em-
pleó el mutante clc1∆ se realizaron utilizando medios suplementados con sorbitol 1,2 M. Las 






3. LAS CÉLULAS DEL MUTANTE clc1∆ PRESENTAN MORFOLOGÍA ABERRANTE 
   Las células clc1∆ presentaban morfología aberrante cuando se incubaban en un medio 
suplementado con sorbitol. Éstas poseían diferente morfología sin seguir ningún patrón defi-
nido. Como se observa en la Figura 14A algunas eran redondeadas, mientras que otras mos-
traban formas multipolares con tres y cuatro polos de crecimiento. También se encontraron 
células con un polo más ancho que otro; el polo más estrecho, en ocasiones, presentaba lisis 
celular (constatado por tinción con azul de metileno, resultado no mostrado). Estas células 
habitualmente formaban agregados y, generalmente eran de mayor tamaño que las de la es-
tirpe control. Además se pudo apreciar que el tiempo de generación de la cepa mutante era 
notablemente mayor (τ = 3,5-4 h en YES+sorbitol a 28°C) que el de una cepa silvestre en las 
mismas condiciones de crecimiento, que suele ser de 2,5 horas. 
   Para conocer cuál era el motivo que causaba los defectos vistos en la morfología de las 
células de clc1∆, se llevó a cabo el análisis del citoesqueleto de actina y de la pared celular, 
que son dos elementos esenciales para la morfología de las células. 
Figura 13. La deleción clc1∆ es letal en ausencia de sorbitol. A. Placas que muestran el resultado del análi-
sis de tétradas; se diseccionaron esporas de una estirpe diploide clc1+/clc1::KAN en placas de YES y se hicie-
ron réplicas en placas de YES+geneticina (G418) que se incubaron a 28°C durante 5 días. B. Panel izquierdo, 
gráfica que muestra la cantidad de unidades formadoras de colonias (CFU) de una estirpe silvestre y del 
mutante clc1∆ capaces de crecer en placas de YES+sorbitol tras haber sido transferidas desde YES+sorbitol a 
medio YES y haber sido cultivadas durante los tiempos indicados (en horas) a 28°C.  Se representan las me-
dias de los valores obtenidos. Panel derecho, micrografías de células de las cepas indicadas incubadas en 
presencia y ausencia de sorbitol durante 12 horas y teñidas con azul de metileno. Imágenes obtenidas con un 





3.1. Análisis del citoesqueleto de actina en el mutante clc1∆ 
   Al realizar una tinción con rodamina-faloidina para analizar la distribución del citoes-
queleto de actina, se observó que en la cepa silvestre utilizada como control la mayoría de la 
actina se detectaba como parches discretos localizados en los polos y en la zona ecuatorial de 
las células (Figura 14B). En el caso de la cepa mutante se pudo observar una notable dismi-
nución del número de parches de actina, aunque la mayoría de ellos seguían distribuyéndose 
de forma relativamente polarizada. En muchas ocasiones las células carentes de clc1+ presen-
taban grandes acúmulos de actina que eran mucho mayores que los parches de la estirpe sil-
vestre. Estas anomalías en la distribución de la actina podrían estar contribuyendo a que se 
desarrollase un patrón de crecimiento aberrante que contribuiría al defecto en morfología 




Figura 14. El mutante clc1∆ tiene defectos en morfogénesis A. Micrografías de contraste de fases que mues-
tran células de la estirpe clc1∆ cultivadas en medio YES+sorbitol. B. Células de las estipe silvestre y clc1∆ 
incubadas en YES+sorbitol, fijadas y teñidas con rodamina-faloidina para observar la distribución de la acti-
na. C. Células de las mismas estirpes teñidas con Hoechst 33258 para observar la pared celular y los núcleos. 
D. Células de las mismas estirpes teñidas con Calcofluor para observar la pared celular de forma específica. 





3.2. Análisis de la pared celular en el mutante clc1∆ 
   El hecho de que las células necesitasen un estabilizador osmótico para poder crecer 
sugería que las cepa clc1∆ podría tener defectos en la síntesis de la pared celular. Además, no 
sólo los defectos presentes en el citoesqueleto de actina explicarían la morfología de esta es-
tirpe, ya que defectos similares han sido observados en mutantes con problemas en la síntesis 
de pared celular (Ribas et al, 1991). 
3.2.1. Distribución de la pared celular en el mutante clc1∆ 
   Al teñir las células mutantes con el colorante Hoechst 33258, que permite observar si-
multáneamente el núcleo y la pared celular, no se vieron diferencias en la tinción de los 
núcleos con respecto a la cepa silvestre, lo cual indicaría que estas células no tenían defectos 
en el proceso de división nuclear (Figura 14C). Sin embargo, al observar la tinción inespecífi-
ca de la pared celular con este colorante se vieron diversos defectos en las células carentes de 
clc1+. La mayoría de éstas presentaban grandes acumulaciones de pared celular, siendo espe-
cialmente evidente la aparición de engrosamientos en las regiones centrales de los septos ya 
cerrados (en la Figura 14C la flecha señala un septo engrosado). Con esta tinción también se 
observó que más del 50% de las células poseían más de un septo de división. Estos defectos 
se confirmaron mediante la tinción de las células con el colorante específico de pared Calco-
fluor White, tal y como se muestra en la Figura 14D. El Calcofluor se une específicamente al  
β(1,3)glucano lineal, que en el caso de S. pombe se encuentra localizado en el septo primario. 
   Para analizar el estado de la pared celular en mayor detalle se realizaron fotografías de 
microscopía electrónica de transmisión de las cepas silvestre y mutante. En las micrografías 
mostradas en la Figura 15 se puede observar que la ausencia de Clc1p causaba defectos tanto 
en la morfología de las células como en la distribución de la pared celular. Estas anomalías 
incluían diferente grosor de la pared lateral y de los septos, deformidad de éstos y engrosa-
mientos en su región central (en la Figura 15, los triángulos en la imagen b señalan anomalías 
en los septos). También se observaron células multiseptadas y otras que, tras la división celu-
lar, aún permanecían unidas sin que hubiese un septo de división entre ellas (Figura 15, ima-
gen e; las flechas señalan zonas por las que las células siguen unidas tras la citocinesis). Los 








3.2.2. Composición de la pared celular en las células clc1∆ 
   Para caracterizar mejor el defecto en la síntesis de pared celular del mutante clc1∆ se 
analizó su composición y se comparó con la de en una cepa silvestre. La Figura 16A muestra 
que la incorporación de glucosa marcada con 14C en la pared celular, con respecto al total de 
14C incorporado, fue significativamente menor en la cepa clc1∆ que en la cepa control (36% en 
la cepa silvestre y 29% en el mutante). Así mismo, en esta gráfica se puede observar la pro-
porción de cada uno de los polímeros que componen la pared celular. Se encontró una reduc-
ción significativa de β(1,3)glucano en el mutante clc1∆ (19% ± 2,0% y 11,1 ± 1,5% para las ce-
pas silvestre y mutante respectivamente); los niveles de α-glucano eran similares en ambas 
estirpes (12,4 ± 1,6% y 11,7 ± 1,4% en cepas silvestre y clc1∆ respectivamente) y la cepa mu-
tante presentaba mayor cantidad de manano que la cepa silvestre (4,6 ± 0,7% y 7,1 ± 0,9% en 
la cepa silvestre y mutante respectivamente). Con estos datos se puede asumir que la compo-
sición de la pared en el mutante nulo de clc1+ estaba alterada debido, principalmente, a de-





Figura 15. Microscopía electrónica de la estirpe clc1∆. Fotografías de microscopía electrónica de células de 
una cepa silvestre y de clc1∆ incubadas en presencia de sorbitol en el medio. Se muestra una célula de la cepa 
silvestre (imagen a) y diferentes células del mutante nulo clc1∆ (imágenes b-e). Los triángulos en la imagen b 
señalan los septos que están engrosados en su región central; las flechas de la imagen e indican los restos de 
pared celular que permanecen unidos tras la división celular. 
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3.2.3. Actividad β(1,3)glucán sintasa en el mutante clc1∆ 
   Al cuantificar la actividad β(1,3)glucán sintasa in vitro se observó un descenso del 20% 
de la actividad en el mutante clc1+ con respecto a una cepa control (Figura 16B). Los defectos 
encontrados en la síntesis de β-glucano valorada in vivo, y en la actividad β(1,3)glucán sintasa 
medida in vitro eran más fuertes que los detectados en algunos mutantes de las enzimas β
(1,3)glucán sintasa Bgs1p/Cps1p y Bgs4p (Cortes et al, 2005; Ishiguro et al, 1997). 
   Posteriormente se analizó la distribución de las proteínas de fusión GFP-Bgs1, GFP-
Bgs3 y GFP-Bgs4 en el mutante clc1∆ y en una estirpe silvestre para conocer si los defectos 
vistos en la síntesis del glucano en el mutante de clc1+ se debían a una localización aberrante 
de las enzimas encargadas de su síntesis. En la cepa control las tres enzimas se localizaban en 
las zonas de crecimiento activo de las células, tanto en los polos como en el ecuador celular, y 
en algunas vesículas dispersas por el citoplasma (Figura 16C, panel situado a la izquierda). 
En el caso del mutante clc1∆ ninguna de las tres se detectó en la superficie celular sino que tal 
y como se aprecia en el panel de la izquierda de la Figura 16C, GFP-Bgs1 y GFP-Bgs3 parec-
ían localizarse en las vacuolas y GFP-Bgs4 en estructuras tubulares dispersas por el citoplas-
ma. Mediante una tinción simultánea con el colorante lipofílico FM4-64 se confirmó que la 
fluorescencia asociada a Bgs1p y Bgs3p se localizaba en las vacuolas, mientras que la fluores-
cencia asociada a Bgs4p no coincidía ni con las vacuolas ni con endosomas  (en el panel situa-
do a la derecha en la Figura 16C, las flechas seguidas de una V señalan vacuolas). 
   En resumen, la ausencia de la proteína Clc1p alteraba el tráfico vesicular de las tres 
enzimas esenciales β(1,3)glucán sintasa provocando graves defectos en la síntesis de la pared 
celular. Estos defectos junto con la distribución anómala del citoesqueleto de actina podrían 
contribuir en gran medida a la morfología aberrante de las células del mutante clc1∆. 
4. ANÁLISIS DEL TRÁFICO VESICULAR EN LAS CÉLULAS MUTANTES clc1∆ 
   El papel principal descrito para la clatrina es formar la envuelta de vesículas que parti-
cipan en el proceso de endocitosis y en la distribución de proteínas desde la red trans-Golgi 
hacia los diferentes compartimentos celulares. Por ese motivo era relevante analizar cómo y 
en qué grado estaban afectados estos procesos en el mutante de deleción clc1∆. Los datos que 
se presentan a continuación muestran la situación general de los procesos de secreción y en-






4.1. La ausencia de clc1+ provoca defectos en el proceso de endocitosis  
   Para conocer  si la ausencia de Clc1 afectaba a la endocitosis en S. pombe se analizó la 
toma de dos colorantes diferentes en una cepa silvestre y en la cepa mutante clc1∆. 
  En primer lugar se empleó el colorante FM4-64, que es un compuesto orgánico, lipofíli-
co y con propiedades fluorescentes, que permite observar el proceso endocítico in vivo desde 
su incorporación a la membrana plasmática hasta su llegada a la membrana vacuolar, pasan-
do previamente por la ruta endosomal (Betz et al, 1992; Vida & Emr, 1995; Betz et al, 1996). 
Figura 16. Las células clc1∆ muestran defectos en la síntesis de pared celular. A. Análisis de la pared celu-
lar de células de una cepa silvestre y del mutante clc1∆. La gráfica representa el porcentaje de incorporación 
de radiactividad en los polisacáridos de la pared celular de cultivos celulares incubados en YES+sorbitol y en 
presencia de 14C-glucosa. El experimento se realizó un mínimo de cinco veces con duplicados. Se muestra la 
desviación estándar y la significación estadística de la diferencia de la incorporación total de glucosa en la 
pared celular (*, p<0.05. Test t-Student). B. Actividad β(1,3)glucán sintasa in vitro de células silvestres y de 
clc1∆ incubadas en medio YES+sorbitol. El experimento se realizó un mínimo de 5 veces con duplicados. En 
la gráfica se muestran los valores medios, las desviaciones estándar y la significación estadística de la dife-
rencia entre cepas (*, p<0.001. Test t-Student). C. El panel situado a la izquierda muestra micrografías de 
fluorescencia (secciones medias) de la localización de las β(1,3)glucán sintasa Bgs1p, Bgs3p, y Bgs4p en las 
cepas silvestre y clc1∆ cultivadas en YES+sorbitol. En el panel situado a la derecha se muestran las vacuolas 
en células clc1Δ marcadas con el colorante FM4-64. La letra V marca una vacuola. Las fotografías se adquirie-





Para examinar la cinética del transporte de este colorante se siguió el protocolo descrito en la 
sección “Materiales y métodos”. Como se muestra en la Figura 17A, las células de clc1∆ in-
corporaban el FM4-64 a la membrana plasmática y lo introducían en la célula al igual que lo 
hacían las células de la cepa silvestre. Sin embargo, aunque el colorante llegaba hasta las va-
cuolas, su endocitosis parecía estar retrasada con respecto a la cepa silvestre, ya que cuando 
el colorante se detectaba en el interior de las células silvestres, en las del mutante de clc1+ aún 
se observaba en la superficie celular (Figura 17A, comparar las cepas silvestre y mutante a los 
10´ de haber realizado la tinción). Esta tinción también permitió observar que, en algunas 
ocasiones, en el mutante clc1∆ el colorante no marcaba la membrana vacuolar sino el lumen 
de estos orgánulos (Figura 17A, la flecha señala una vacuola). 
   Por otra parte se estudió la endocitosis de fase fluida mediante la tinción con Lucifer 
Yellow, que es un colorante impermeable a la membrana plasmática, soluble y de bajo peso 
molecular, que se toma por endocitosis y se almacena en el lumen vacuolar. Tras 90 minutos 
de incubación con el Lucifer Yellow se observó que la estirpe silvestre tenía teñidas las va-
cuolas, mientras que en el mutante clc1∆ no se apreciaba ninguna señal del colorante (Figura 
17B). Con este dato se puede afirmar que la ausencia de la cadena ligera de la clatrina provo-
ca alteraciones en la célula que bloquean la endocitosis de fase fluida, o al menos la reducen 




Figura 17. Análisis del proceso de endocitosis en el mutante clc1∆. A. Micrografías de fluorescencia de 
células de las cepas indicadas teñidas con el colorante FM4-64 e incubadas a 32°C; las muestras se tomaron a 
los tiempos indicados (minutos desde el momento de la tinción). La flecha indica la señal del colorante en el 
interior de la vacuola. Imágenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. B.  Células de 
las mismas estirpes que en A teñidas con el colorante Lucifer Yellow. Las imágenes son proyecciones máxi-




4.2. El mutante clc1∆ no presenta defectos aparentes en la secreción de fosfatasa ácida 
   Para analizar el proceso de exocitosis se valoró la secreción de la enzima fosfatasa áci-
da en el mutante clc1∆ y se comparó con la de una estirpe silvestre. Así mismo, se valoró la 
secreción de esta enzima en la cepa mutante apm1∆, en la que se han descrito defectos en este 
proceso (Kita et al, 2004). 
   En S. pombe aproximadamente el 40% de la fosfatasa ácida producida es secretada al 
medio de cultivo por lo que esta proteína es un buen indicador de la función secretora (Wang 
et al, 2002). Inicialmente se valoró la cantidad de actividad secretada al medio de cultivo (ver 
“Materiales y métodos”). Como se puede observar en la gráfica situada a la izquierda en la 
Figura 18, la actividad fosfatasa detectada en los sobrenadantes de los cultivos correspon-
dientes a los mutantes clc1∆ y apm1∆ era muy inferior a la cantidad detectada en los cultivos 
de la estirpe control en diferentes puntos de crecimiento, indicando un defecto drástico en 
este proceso. Se ha descrito que la invertasa y la fosfatasa ácida son dos enzimas secretadas 
casi al mismo nivel en las estirpes silvestres y en los mutantes chc1∆ de S. cerevisiae y D. dis-
coideum (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987; Ruscetti et al, 1994), mientras que en el 
mutante apm1∆ de S. pombe la secreción de la fosfatasa ácida está muy reducida (Kita et al, 
2004). La actividad fosfatasa ácida está altamente regulada y depende tanto de la composi-
ción del medio de cultivo como de las condiciones de crecimiento a las que están sometidas 
las células (Schweingruber et al, 1992; Miyata & Miyata, 1978). Por esta razón, una posible 
explicación para esta discrepancia en la secreción de fosfatasa ácida entre los diferentes orga-
nismos podría deberse a que en los primeros casos (S. cerevisiae y D. discoideum) las activida-
des se midieron tanto en las células como en los medios de cultivo, mientras que en el caso 
del mutante apm1∆ de S. pombe la actividad se cuantificó sólo en el medio de cultivo.  
   Conociendo esta información era posible que en los mutantes clc1∆ y apm1∆ de S. pom-
be que presentaban defectos de crecimiento, el bajo nivel de actividad detectado no se debiera 
simplemente a una menor tasa de secreción, sino a que también pudiese haber una menor 
síntesis de la enzima. Así pues, con el fin de estimar más correctamente la secreción de la ac-
tividad fosfatasa ácida en estas cepas, se procedió a valorar dicha actividad en el medio y en 
extractos celulares. Cuando se calculó la actividad secretada respecto al total de actividad 
producida (medio + extractos celulares), se observó que la cepa clc1∆ presentaba una secre-
ción de la enzima similar a la de la cepa silvestre (Figura 18, gráfica de la derecha). Sorpren-
dentemente, el mutante apm1∆ presentaba un nivel de secreción superior al del control. Estos 
resultados indicarían que el mutante clc1∆, en principio, no presentaba defectos en la secre-
ción de la fosfatasa ácida. No obstante, observando los datos de la cantidad de enzima proce-
dente de los extractos celulares (Figura 18, gráfica central) se puede observar claramente 
cómo la producción de fosfatasa ácida estaba drásticamente disminuida en los mutantes de 
deleción de clc1+ y apm1+. 
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5. EL MUTANTE NULO DE LA CADENA LIGERA DE LA CLATRINA POSEE DIFE-
RENTES DEFECTOS EN LAS VACUOLAS  
   En algunos de los experimentos que se han descrito anteriormente se pudo observar 
cómo las vacuolas de la estirpe mutante clc1∆ presentaban diferentes defectos. En el caso de 
la tinción con FM4-64 se vio que en algunas ocasiones el colorante no teñía solamente la 
membrana de la vacuola sino también el lumen (Figura 17A, la flecha señala una vacuola). 
También, mediante microscopía electrónica se observó que las células mutantes poseían ma-
yor número de vacuolas que una cepa silvestre y que además éstas eran de menor tamaño 
(Figura 15, en la fotografía b la V indica una vacuola). 
 
Figura 18. La secreción de la enzima fosfatasa ácida no está alterada en el mutante clc1∆. La actividad fos-
fatásica de las estirpes señaladas se valoró en el medio de cultivo y en los extractos celulares tal y como se 
indica en la sección Materiales y métodos. Los valores se normalizaron por ml de cultivo. Las muestras se 
tomaron de cultivos celulares incubados en YES+sorbitol creciendo en fase logarítmica cuando cada cultivo 
alcanzó la D.O.600nm indicada. La gráfica de la izquierda muestra la actividad fosfatasa ácida valorada en el 
medio de cultivo. La gráfica central muestra la actividad fosfatasa ácida valorada en los extractos celulares. 
La gráfica de la derecha muestra el porcentaje de secreción de cada cepa. Para estimar el porcentaje de secre-
ción se calculó el porcentaje de actividad en el medio con respecto al total de la actividad medida (actividad 
en el medio + actividad en los extractos celulares). 
Figura 19. Las vacuolas del mutante clc1∆ presentan morfología 
aberrante. Tinción vacuolar con el colorante CDCFDA de células de 
la estirpe silvestre y del mutante nulo clc1∆ cultivados en 
YES+sorbitol. Imágenes adquiridas con un microscopio de fluores-
cencia convencional. Barra de escala, 5 μm. 
 
62 
   Para corroborar estos defectos se realizó una tinción con el colorante CDCFDA. Éste es 
un derivado del diacetato de fluoresceína (FDA) que se hidroliza a pH ácido, por lo que se 
libera en la vacuola tiñendo específicamente su lumen. Además, su entrada en las células es 
independiente de endocitosis, ya que se introduce mediante mecanismos de difusión pasiva 
a través de la membrana plasmática, lo cual no impediría, en principio, la tinción de las va-
cuolas del mutante clc1∆ (Gachet et al, 2005). Esta tinción confirmó que las vacuolas de la ce-
pa mutante clc1∆ eran más numerosas y de menor tamaño que las de la cepa silvestre (Figura 
19). Este fenotipo podría estar indicando que el mutante clc1∆ presentaba una fragmentación 
vacuolar al igual que la vista en otros mutantes con defectos en tráfico vesicular (O’Halloran 
& Anderson, 1992; Kita et al, 2004; Gachet et al, 2005; Ma et al, 2009). 
6. EL MUTANTE DE DELECIÓN clc1∆ PRESENTA IMPORTANTES DEFECTOS  EN 
LOS PROCESOS DE CONJUGACIÓN Y ESPORULACIÓN 
   Teniendo en cuenta los graves defectos morfológicos de la cepa mutante clc1∆, los pro-
blemas observados en el proceso de endocitosis, y el poco éxito con el que se conseguían rea-
lizar cruces unilaterales con esta estirpe era posible que clc1∆ tuviese algún tipo de problema 
en los procesos de diferenciación sexual. Por este motivo se analizó la eficiencia de conjuga-
ción y de esporulación en las cepas silvestre, clc1Δ y end4Δ (esta última se empleó como cepa 
control que posee defectos en endocitosis) (Iwaki et al, 2004). Para realizar estos experimentos 
se emplearon cepas homotálicas (h90) de cada una de las estirpes a estudiar. 
Figura 20. Las células clc1∆ tienen defectos en los procesos de conjugación y esporulación. A. Gráfica de la 
eficiencia de conjugación (número de zigotos + ascas / número de zigotos + ascas + células) y eficiencia de 
esporulación (número de ascas con cuatro esporas maduras / número de ascas + zigotos) de las cepas indi-
cadas. B. Micrografías de contraste de fases de las cepas indicadas bajo condiciones de esporulación. a, b y c 
son fotografías de clc1∆ que muestran la morfología de los shmoos (a; los triángulos señalan shmoos con hiper-





   Como se muestra en la gráfica representada en la Figura 20A, el mutante clc1Δ presen-
taba una reducción en la eficiencia de conjugación con respecto a la cepa silvestre ya que sólo 
iniciaron este proceso el 9% de las células incubadas en YES+sorbitol a 28°C, mientras que los 
valores del control silvestre alcanzaron el 72%. En el caso del mutante end4Δ también se en-
contró defecto en conjugación aunque éste era menor que en el mutante clc1Δ ya que el 30% 
de la población fue capaz de iniciar la conjugación. 
    En cuanto a la eficiencia de esporulación el defecto fue mucho más drástico. Menos 
del 1% de los zigotos de la cepa mutante clc1Δ fueron capaces de formar ascas maduras con 
respecto al 78% que lo consiguieron en la cepa silvestre. En el mutante end4Δ el 25% de la 
población presentaba ascas maduras. 
     Estos defectos en las eficiencias de conjugación y esporulación estaban acompañados 
por una morfología aberrante tanto de los zigotos como de las esporas en las estirpes mutan-
tes, lo que podría estar afectando a la correcta viabilidad de estos procesos. Las células de 
clc1∆ eran capaces de formar shmoos, aunque el tamaño que presentaban era anormalmente 
grande (Figura 20B, en la imagen a los triángulos señalan shmoos). También se apreció un 
considerable número de prezigotos (Figura 20B, en la imagen b la flecha señala el contacto 
entre dos células conjugando), algunos zigotos y ascas -aunque ninguna de éstas contenía 
cuatro ascosporas maduras- (Figura 20B, imagen c). 
   Con estos datos se puede asumir que la ausencia de Clc1p también provoca defectos en 
distintos procesos del ciclo sexual de S. pombe. 
7. CONSTRUCCIÓN Y ESTUDIO DE UN MUTANTE CON NIVELES REDUCIDOS 
DE Clc1p 
   Como se ha descrito en los apartados anteriores, el mutante clc1∆ poseía graves defec-
tos. Las células tenían morfología aberrante, formaban agregados y crecían muy lentamente. 
Además, éstas presentaban severos defectos en conjugación y esporulación, y la eficiencia de 
transformación era extremadamente baja, posiblemente debido a los defectos observados en 
la pared celular y a la fragilidad de las células. Todo ello impedía analizar con detalle las fun-
ciones de Clc1p en S. pombe. Así mismo, el tener que realizar los experimentos en presencia 
del estabilizador osmótico sorbitol podía provocar estrés en las células (Rodriguez-Pena et al, 
2008) y afectar al proceso de endocitosis, como se ha descrito en S. cerevisiae 
(Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009; Prosser et al, 2011). Con el fin de evitar todos es-
tos problemas se construyó una cepa en la que la cantidad de Clc1p pudiese ser regulada, de 
manera que su análisis permitiera identificar aquellos procesos celulares que fuesen más sen-
sibles a la deficiencia de Clc1p. Para construir esta cepa se fusionó la ORF del gen clc1+ al epí-
topo HA en la región N-terminal de la proteína y se expresó bajo el control de un promotor 
de expresión media 41Xnmt1+ reprimible por tiamina (ver “Materiales y métodos”).           
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Mediante Western blot se analizó el nivel de proteína que poseían las células incubadas en 
ausencia o presencia de la vitamina a diferentes tiempos. Como control se empleó una cepa 
en la que el alelo HA-clc1+ estaba integrado en el genoma de S. pombe y se expresaba bajo el 
control de su propio promotor. Como se muestra en la Figura 21A, incluso en ausencia de 
tiamina, cuando el promotor no estaba reprimido, la cantidad de Clc1p en la cepa mutante 
estaba reducida a un 60% con respecto al control. Tras 3 horas de represión la cantidad de 
Clc1p era el 20% de la cepa control, y a partir de las 6 horas de haber añadido la tiamina al 
medio la cantidad de proteína era menor del 10%. Tras tiempos de represión largos (más de 
12 horas en presencia de la vitamina), el mutante 41XHAclc1 sólo era viable si se incubaba en 
un medio de cultivo estabilizado osmóticamente, al igual que ocurría con el mutante clc1∆.  
7.1. El descenso en la cantidad de Clc1p afecta a la viabilidad celular 
   La supervivencia celular está ligada a la cantidad de Clc1p ya que la viabilidad del 
mutante 41XHAclc1 después de estar 3, 6 y 9 horas cultivado en presencia de tiamina fue del 
86 ± 6 %, 76 ± 4 %, 63 ± 5 %, y 48 ± 6 % respectivamente (datos mostrados en la parte inferior 
de la Figura 21A). Estos datos se obtuvieron cuantificando el número de colonias formadas 
en placas de YES+sorbitol con respecto a las células procedentes de cultivos de MM suple-
mentados con tiamina durante diferentes tiempos (0, 3, 6 y 9 horas) que se sembraron en 
ellas. En cada caso se realizó el experimento plaqueando 600 células de cada condición de 
cultivo en tres placas diferentes de medio YES+sorbitol que se incubaron a 28°C durante 4-5 
días. Este experimento se realizó tres veces por triplicado de manera independiente. 
7.2. Clc1p es necesaria para la estabilidad de Chc1p 
   Para analizar cómo se veía afectada la cadena pesada de la clatrina por la reducción del 
nivel de Clc1p en las células se realizó un análisis de Western blot que permitió detectar la 
proteína de fusión Chc1-GFP en una cepa silvestre y en el mutante 41XHAclc1 durante los 
diferentes tiempos de represión del gen clc1+. Tal y como se muestra en la Figura 21B, la pro-
teína Chc1-GFP se detectó como una serie de bandas tanto en la cepa mutante como en la 
silvestre. En esta misma figura se puede apreciar cómo en ausencia de tiamina (condición en 
la que la cantidad de Clc1p está reducida en un 40%), la cantidad de Chc1p es inferior a la del 
silvestre. Además tras los diferentes tiempos de represión del gen clc1+ la cantidad de proteí-
na Chc1p seguía disminuyendo a medida que lo hacía la cantidad de Clc1p (cuantificación 
mostrada en la parte inferior de la Figura 21B). Estos resultados indicaban que Clc1p era ne-
cesaria para la estabilidad de Chc1p, y apoyaba la idea de que los fenotipos encontrados en el 
mutante 41XHAclc1 se debían a defectos en clatrina y no a alteraciones producidas por fun-
ciones específicas de Clc1p, independientes de su función en la formación de la cubierta pro-




7.3. La sobrexpresión de chc1+ complementa parcialmente los defectos de crecimiento del 
mutante 41XHAclc1 
   Para confirmar la hipótesis de que los defectos observados en los mutantes con una 
cantidad reducida de Clc1p se debían a una menor cantidad de clatrina se transformaron las 
cepas silvestre y 41XHAclc1 con el plásmido multicopia pAU y con este mismo vector portan-
do el gen chc1+. Esto se realizó con el fin de analizar si la sobrexpresión del gen chc1+ era ca-
paz de suprimir los defectos causados por la disminución de Clc1p. Cuando se realizó un 
ensayo de crecimiento en el que las células se incubaron en placas de MM sin tiamina o en 
placas de MM suplementado con la vitamina durante 48 horas, el plásmido multicopia que 
portaba el gen chc1+ suprimía los defectos de crecimiento que presentaba el mutante 
41XHAclc1 en ambas condiciones (Figura 21C). Al analizar la morfología de las células del 
mutante 41XHAclc1 que portaban el plásmido pAU+chc1+, procedentes de cultivos líquidos 
Figura 21. Caracterización de la clatrina en el mutante 41XHAclc1. A. Western blot de extractos celulares de 
células que portan el gen clc1+ fusionado al epítopo HA bajo el control de su promotor nativo o del promotor 
41Xnmt1+. Los cultivos se incubaron en ausencia de tiamina (condiciones que permiten la expresión del gen 
clc1+) o en presencia de esta vitamina (condiciones de represión) durante las horas indicadas (h). La cantidad 
de Clc1p se calculó considerando que la cantidad de proteína producida por el gen clc1+ bajo el control de su 
propio promotor (cepa WT) era el 100%. Como control de carga se empleó la proteína Cdc2p. En la parte 
inferior del panel se indica el porcentaje de supervivencia de las células que tienen distintos niveles de clatri-
na. Los datos mostrados corresponden a las medias de los valores obtenidos. B. El mismo experimento que 
en A pero en este caso las células portaban la proteína de fusión Chc1-GFP. C. Ensayo de crecimiento en el 
que 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en medio mínimo sin uraci-
lo, sin y con tiamina, y se incubaron durante tres días a 28°C. D. Micrografías de contraste de fases de células 
de las estirpes y en las condiciones indicadas (sin tiamina y con tiamina 12 horas). Las imágenes se adquirie-







de MM incubados en ausencia de tiamina (la expresión de clc1+ no está reprimida) o presen-
cia de ésta durante 12 horas (condición en la que la expresión del gen clc1+ está reprimida), se 
pudo observar que en ausencia de la vitamina las células de la estirpe mutante tenían un as-
pecto muy similar a las de la cepa control (fotografías situadas en la parte inferior izquierda 
de la Figura 21D). Sin embargo, las células que habían sido incubadas durante 12 horas en 
presencia de tiamina poseían una morfología totalmente aberrante, muy similar a la del mu-
tante de deleción clc1∆ (fotografías situadas en la parte inferior derecha de la Figura 21D). 
    Con estos datos se asumió que un incremento en la cantidad de Chc1p era capaz de 
suprimir ciertos fenotipos provocados por una reducción del 40% de la cantidad de Clc1p en 
la célula. Sin embargo, cuando la cantidad de la proteína Clc1p era prácticamente nula, 
Chc1p no era completamente funcional ya que no podía por sí misma suprimir los defectos 
causados por la ausencia de Clc1p. Estos resultados están de acuerdo con los encontrados en 
S. cerevisiae donde Clc1p es necesaria para la completa funcionalidad de la clatrina y donde 
CHC1 sólo es capaz de suprimir alguno de los fenotipos del mutante clc1∆ (Chu et al, 1996; 
Huang et al, 1997). 
7.4. La estabilización osmótica del medio no corrige los defectos en la cantidad ni afecta a 
la distribución de la clatrina en el mutante 41XHAclc1  
   Era posible que la supresión de la letalidad de las células carentes de clc1+ por parte del 
sorbitol se debiese a un incremento en la cantidad de Chc1p causada por la estabilización 
osmótica del medio. Un análisis de Western blot mostró que la cantidad de Chc1-GFP dismi-
nuía en la cepa 41XHAclc1 al añadir tiamina al medio (crecimiento con la vitamina durante 
12 horas) tanto al incubar las células en medio mínimo como en medio mínimo con sorbitol 
(Figura 22A). En cuanto a la localización de esta proteína, en una cepa silvestre Chc1-GFP se 
observaba como una serie puntos intracelulares tanto si estaba creciendo en presencia o en 
ausencia de sorbitol (fotografías situadas a la izquierda en la Figura 22B). Esta localización 
era similar en el mutante 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clc1+ se estaba expre-
sando, aunque los puntos parecían ser más pequeños que los observados en la cepa control, 
hecho que estaba de acuerdo con una reducción en la cantidad de Chc1p en la cepa mutante. 
Como se muestra en la Figura 22B, la presencia de sorbitol en el medio de cultivo tampoco 
parecía producir ninguna alteración en la distribución de Chc1-GFP en el mutante 
41XHAclc1. Con estos datos se pudo determinar que la adición de sorbitol al medio de culti-
vo no parecía incrementar la cantidad de las proteínas HA-Clc1 y Chc1-GFP ni en la cepa 
silvestre ni en el mutante 41XHAclc1, y tampoco parecía afectar a la distribución de la proteí-





   El hecho de que las células del mutante 41XHAclc1, incubadas en condiciones en las 
que el gen clc1+ no estaba reprimido, fuesen parcialmente deficientes en clatrina permitiría la 
comparación de sus fenotipos con los observados en una cepa control, y además ayudaría a 
detectar los procesos y/o elementos celulares más dependientes del tráfico vesicular media-
do por clatrina. Por otra parte, el crecimiento del mutante 41XHAclc1 en presencia de tiamina 
durante diferentes tiempos (condiciones de represión de clc1+) permitiría estudiar cómo la 
disminución de la cantidad de Clc1p iba afectando a los diferentes procesos y elementos ce-
lulares.  
    
En los experimentos que se describen a continuación, los diferentes fenotipos se analiza-
ron empleando una cepa control, donde el gen clc1+ se encontraba bajo el control de su pro-
pio promotor, y la cepa mutante 41XHAclc1 incubada en ausencia de tiamina (leve reducción 
en la cantidad de Clc1p) y/o en presencia de la vitamina a diferentes tiempos (3, 6, 9, 12, 15 
horas), donde la reducción de Clc1p era más drástica a medida que aumentaba el tiempo de 
represión. En cada uno de los experimentos detallados se muestran solamente aquellos tiem-
pos en los que se encontraron diferencias significativas con sus respectivas cepas control para 
facilitar la lectura y comprensión de cada sección. 
 
Figura 22. Los defectos del mutante 41XHAclc1 no se 
corrigen por la presencia de sorbitol en el medio. A. 
Western blot de extractos celulares de una cepa sil-
vestre y del mutante 41XHAclc1 que portan las proteí-
nas de fusión HA-Clc1 y Chc1-GFP. Las células se 
incubaron en medio mínimo con o sin sorbitol; la 
estirpe mutante se cultivó en ausencia (- T) y en pre-
sencia (+ T) de la vitamina durante 12 horas. La          
α-tubulina (Atb2) se empleó como control de carga. B. 
Micrografías de fluorescencia de células silvestres y 
del mutante 41XHAclc1 que portan la proteína de 
fusión Chc1-GFP, incubadas en medio mínimo o me-
dio mínimo con sorbitol en ausencia de tiamina. Las 
imágenes corresponden a proyecciones máximas de 
planos adquiridos con un sistema de microscopía 





8. MORFOLOGÍA CELULAR DEL MUTANTE CON NIVELES REDUCIDOS DE        
CLATRINA 
   Al observar mediante microscopía de contraste de fases las células del mutante 
41XHAclc1 en condiciones en las que la expresión del gen clc1+ no estaba reprimido, se vio 
que aproximadamente el 15% de estas células poseían morfología aberrante, con los polos   
y/o regiones centrales abombadas (Figura 23A). A las 6 horas de represión, el 23% del total 
de las células analizadas presentaban estos fenotipos y tras 15 horas en presencia de tiamina, 
aproximadamente el 75-80% de ellas tenían morfología aberrante. Este fenotipo era un claro 
indicador de un patrón de crecimiento anormal y/o de una pared celular debilitada.  
   Adicionalmente, mediante una tinción con el colorante Hoechst 33258, se observó que 
un pequeño porcentaje de células mutantes incubadas en condiciones en las que el gen clc1+ 
no estaba reprimido (4%) poseían un engrosamiento en la región central de sus septos ya ce-
rrados (panel situado en la parte superior izquierda de la Figura 23B). Este fenotipo comenzó 
a hacerse más patente a partir de las 6 horas de represión, cuando ya el 35% de la población 
poseía engrosamientos en la región central del septo de división (Figura 23B, en la gráfica 
situada a la derecha se muestra la cuantificación de células con septos aberrantes en las dife-
rentes estirpes y condiciones estudiadas). Estos engrosamientos eran un rasgo característico 
de las células mutantes, ya que a partir de las 9 horas de represión más del 80% de la pobla-
ción mostraba este fenotipo. 
   Como se ha mostrado en apartados anteriores, la aparición de engrosamientos en la 
región central de los septos ya cerrados también era un fenotipo característico del mutante 
clc1∆ (Figura 15, célula mostrada en la imagen b). Al observar estas estructuras en el mutante 
condicional 41XHAclc1 mediante microscopía electrónica de transmisión se pudo ver que la 
región central del septo estaba engrosada y tenía una estructura aberrante que parecía estar 
formada por la acumulación de pared celular (Figura 23B, panel inferior izquierdo), al igual 
que parecía ocurrir en el mutante nulo clc1∆ (Figura 15, panel inferior de la imagen b). 
9. ANÁLISIS DE LA PARED CELULAR EN LAS CÉLULAS CON NIVELES REDUCI-
DOS DE Clc1p 
9.1. Composición de la pared celular 
   Para caracterizar en más detalle el proceso de síntesis de la pared celular en las células 
que poseían niveles reducidos de clatrina, se analizó la composición de esta estructura en 
una cepa silvestre y en la cepa mutante 41XHAclc1 incubada en ausencia de tiamina 
(condición en las que la expresión del gen clc1+ no está reprimida). En la cepa mutante la in-
corporación de glucosa marcada radiactivamente a los polímeros de la pared estaba reducida 
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hasta un 64% con respecto al valor obtenido en la cepa silvestre (Figura 23C). Esta reducción 
afectaba a los tres polímeros por igual ya que los valores porcentuales obtenidos para las ce-
pas silvestre y mutante respectivamente, fueron: β(1,3)glucano 21,2 ± 2,1% y 14,1 ± 1,8% ; α-
glucano 12,4 ± 1,6% y 7,7 ± 0,6%; manano 8,7 ± 1,9% y 4,7 ± 0,6%.  
   Como se ha indicado en secciones anteriores, el mutante nulo clc1∆ también mostraba 
reducción de alguno de los polímeros de la pared celular. Los datos obtenidos al analizar el 
mutante nulo y el mutante condicional no se pueden comparar directamente ya que los expe-
riementos se realizaron empleando medios de cultivo diferentes (medio mínimo en el caso 
del mutante 41XHAclc1 y YES+sorbitol cuando se analizó clc1∆). 
Figura 23. La morfología celular y la síntesis de la pared celular están alteradas en las células 41XHAclc1. 
A. Microscopía de contraste de fases de células silvestres y células del mutante condicional 41XHAclc1 incu-
badas en ausencia de tiamina (condiciones que permiten la expresión del gen clc1+). Las imágenes se adqui-
rieron con un microscopio óptico convencional. Barra de escala, 5 μm. B. Panel superior izquierdo, tinción 
con Hoechst 33258 de células del control y del mutante 41XHAclc1 cultivadas en ausencia de tiamina. Gráfica 
situada a la derecha, cuantificación de septos normales y anormales en células silvestres y mutantes incuba-
das en ausencia y presencia de tiamina durante 6 horas; se cuantificaron un mínimo de 100 septos en cada 
uno de los tres experimentos independientes que se realizaron. Panel inferior, microscopía electrónica de los 
septos de las estirpes anteriormente mencionadas. C. Análisis de la composición de la pared celular de una 
cepa silvestre y del mutante 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clc1+ se está expresando. La gráfica 
representa el porcentaje de incorporación de radiactividad en los polisacáridos de la pared celular en culti-
vos incubados en ausencia de tiamina y presencia de 14C-glucosa. El experimento se realizó cinco veces con 
duplicados. Se indican la desviación estándar y la significación estadística de la incorporación total en la 






9.2. Valoración de la actividad β-glucán sintasa in vitro 
   Para obtener más información sobre la naturaleza de la regulación de la síntesis de la 
pared celular por mecanismos de transporte dependientes de clatrina se analizó el efecto que 
tenía la alteración en la exocitosis y/o endocitosis en la actividad β(1,3)glucán sintasa medida 
in vitro. Para ello se comparó esta actividad en el mutante 41XHAclc1 incubado en condicio-
nes en las que la expresión del gen clc1+ no estaba reprimida y en las que había sido reprimi-
da durante 6 horas, con la de una cepa silvestre, la del mutante apm1∆ defectivo en exocitosis 
(Kita et al, 2004), y la del mutante de endocitosis end4∆ (Iwaki et al, 2004). Este experimento se 
realizó cinco veces con duplicados; en todos los experimentos la tendencia de los valores ob-
tenidos fue la misma.  
   La media del valor de la actividad β(1,3)glucán sintasa obtenida para el mutante 
41XHAclc1 cultivado en ausencia de tiamina fue del 66% con respecto a la cepa control y dis-
minuyó hasta el 59% cuando las células se incubaron durante 6 horas en condiciones de re-
presión. En el mutante apm1∆ la actividad detectada fue del 56% con respecto al control, y el 
mutante end4∆ poseía una actividad media del 170% con respecto a la estirpe silvestre 
(Figura 24A).  
   Estos datos mostraban que el nivel de actividad del mutante condicional de clc1+ era 
más parecido al obtenido para el mutante que tiene alterado el trasnporte entre el Golgi y los 
endosomas y por lo tanto tiene problemas en secreción, que para el mutante defectivo en el 
proceso de endocitosis. Los resultados obtenidos podrían estar indicando que el mutante 
condicional de clc1+ poseía problemas en el transporte de las enzimas encargadas de la sínte-
sis del β-glucano hacia la membrana plasmática. 
9.3. Distribución de las enzimas β-glucán sintasa 
   Bgs1p es la β(1,3)glucán sintasa responsable de la síntesis del β(1,3)glucano lineal, que 
se detecta con Calcofluor White en el septo de división y en los polos (Cortes et al, 2007), y 
Bgs4p está descrita como la β(1,3)glucán sintasa responsable de la mayoría de la actividad 
detectada in vitro (Ishiguro et al, 1997; Cortes et al, 2005). 
   De acuerdo con esta información se analizó la distribución de estas proteínas tanto en 
la cepa control como en la cepa mutante 41XHAclc1 en distintas condiciones de expresión del 
gen clc1+. Para ambas enzimas la señal en los polos era más débil en la cepa mutante incuba-
da en ausencia de tiamina que en la cepa control. Cuando el mutante condicional se cultivó 
en condiciones de represión durante 6 horas, la señal de las enzimas Bgs era prácticamente 
inexistente en los polos celulares (Figura 24B). No obstante, en el mutante condicional 
41XHAclc1 la señal interna de GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 era mayor que en la estirpe silvestre, 
localizándose principalmente en las vacuolas. Estos resultados sugerían que las enzimas 
Bgs1p y Bgs4p se deslocalizaban cuando había una reducción del nivel de clatrina en las 
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células. Este mismo ensayo se realizó para analizar la localización de la enzima GFP-Bgs3 y 
se observó que ésta se distribuía por la célula del mismo modo que las otras dos β-glucán 
sintasa estudiadas (resultado no mostrado). 
    Recientemente se ha descrito que en el mutante apm1∆ hay una reducción de la enzi-
ma Bgs1p en los polos celulares apoyando la idea de que defectos en la exocitosis mediada 
por clatrina disminuyen la secreción de las enzimas necesarias para la síntesis de la pared 
celular (Yu et al, 2012). 
   Otro resultado que apoyaba la idea de que la clatrina está implicada en el transporte 
de las enzimas Bgs es que mediante un análisis de fluorescencia pudimos observar cómo 




Figura 24. La actividad y la localización de las β-glucán sintasa se alteran 
por el descenso de clatrina en las células. A. Actividad β(1,3)glucán sinta-
sa de las estirpes indicadas medida in vitro. Las células se incubaron en 
medio mínimo sin tiamina, excepto la muestra 41XHAclc1 (+T) que se in-
cubó con la vitamina durante 6 horas. El experimento se realizó 5 veces con 
duplicados; se representan los valores medios, las desviaciones estándar y 
la significación estadística (*; p<0,0001. #; p< 0.01. Test t-Student, confirma-
do con el test Wilcoxon-Mann-Whitney) B. Distribución de las proteínas de 
fusión GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 en células de una cepa silvestre y del mutante 
41XHAclc1 incubadas en ausencia o en presencia de tiamina durante 6 
horas. Las flechas señalan los polos celulares. Las imágenes son proyeccio-
nes máximas de planos adquiridos en series z con un sistema de micros-
copía DeltaVision. Barra de escala, 5 μm. C. Co-localización entre las pro-
teínas Clc1-GFP y RFP-Bgs1. Los triángulos marcan estructuras de Golgi/





9.4. El transporte de las enzimas β(1,3)glucán sintasa hacia la membrana está a alterado en 
el mutante 41XHAclc1 
   Para confirmar la hipótesis de que la secreción de las enzimas Bgs podría estar reduci-
da en el mutante 41XHAclc1 se realizaron experimentos de FRAP (Fluorescence Recovery 
After Photobleaching) para comprobar si el recambio de las enzimas β-glucán sintasa en la 
membrana de la región de los polos se producía eficientemente. En estos experimentos se 
fotoblanquearon los polos de células de las estirpes silvestre y mutante 41XHAclc1, que se 
habían incubado en medio mínimo sin tiamina y que portaban las proteínas de fusión GFP-
Bgs1 o GFP-Bgs4. Una vez realizado el “blanqueo” de los polos se midió el tiempo medio de 
recuperación de la fluorescencia de cada una de las proteínas en la superficie celular. En la 
cepa silvestre la fluorescencia de GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 se recuperó con un tiempo medio 
(t1/2) de 81 y 73 segundos respectivamente. En la cepa mutante, sin embargo, se recuperó al-
go de fluorescencia en la región citoplasmática que había sido fotoblanqueada pero no hubo 
recuperación de ésta en la superficie de los polos celulares incluso 300 segundos después de 
haber realizado blanqueamiento. Estos resultados se muestran en las gráficas de la Figura 
25A donde se puede oservar la tasa de recuperación de las proteínas en ambas estirpes. En la 
parte superior de la Figura 25A también se pueden ver dos ejemplos de las fotografías obte-
nidas en estos experimentos. Estos resultados mostraban un recambio lento o incluso inexis-
tente de las enzimas Bgs en los polos celulares de la cepa mutante, lo que indicaba un trans-
porte defectuoso de estas proteínas hacia la superficie celular.  
9.5. La secreción de la endo-β(1,3)glucanasa Eng1p está alterada en el mutante que posee 
una cantidad reducida de clatrina 
   También se investigó si la regulación de la síntesis de la pared celular a través de la 
clatrina estaba limitada al control de las β(1,3)glucán sintasa o afectaba a otras enzimas rela-
cionadas con esta estructura. Para abordar esta cuestión se analizó el efecto que provocaba la 
disminución de la cantidad de clatrina en la secreción de la endo-β(1,3)glucanasa Eng1p, que 
es necesaria para la separación celular. Eng1p se sintetiza en el citoplasma y necesita ser se-
cretada para degradar el septo desde el exterior de la célula (Martin-Cuadrado et al, 2003). 
Mediante un ensayo de Western blot se pudo determinar que en la estirpe utilizada como 
control la proteína Eng1p sólo se detectaba en la fracción correspondiente al medio de culti-
vo. Sin embargo, en el mutante condicional 41XHAclc1 (en condicones en las que la expresión 
del gen clc1+ no estaba reprimida o en las que se reprimió durante 6 horas) se encontró señal 
de la endoglucanasa tanto en la fracción correspondiente al medio de cultivo como en la ci-
tosólica (Figura 25B). La presencia de proteína en el medio no era debida, en ninguno de los 
casos, a que hubiese lisis celular según se determinó por tinción con el colorante azul de me-
tileno (dato no mostrado). Este resultado demuestra que cuando la cantidad de clatrina está 
reducida la proporción de Eng1p secretada también lo está.  
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   En resumen, una reducción del 40% en la cantidad de Clc1p (cantidad estimada en el 
mutante condicional cultivado en ausencia de tiamina) tenía un efecto significativo sobre la 
composición de la pared celular de S. pombe. El defecto producido parecía deberse principal-
mente a una secreción defectuosa de las enzimas necesarias para la síntesis y la remodelación 




Figura 25. La secreción de enzimas necesarias para la síntesis de pared 
celular en el mutante 41XHAclc1 es defectuosa. A. Experimento de 
FRAP donde células de las estirpes indicadas portan las proteínas de 
fusión GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4. Las células fueron fotoblanqueadas en las 
regiones acotadas por el cuadro blanco (tiempo 0) y posteriormente se 
tomaron imágenes a lo largo del tiempo (se muestran algunos ejemplos 
en los paneles superiores). En los paneles inferiores se muestra la cuan-
tificación de la recuperación de la intensidad de la fluorescencia 
(porcentaje respecto al valor inicial para cada cepa). Cada punto repre-
senta el valor medio de un mínimo de siete células obtenidas en cada 
uno de los tres experimentos realizados. Las barras de error indican la 
desviación estándar de la media. B. Western blot de Eng1-GFP en la 
cepa silvestre y en el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia o pre-
sencia de tiamina durante seis horas. La cantidad de proteína proceden-
te del medio de cultivo o del citosol celular procede del mismo volumen 
de cultivo original de modo que puede ser comparada directamente. En 
las muestras correspondientes al citosol la proteína Cdc2p se utilizó 





10. ANÁLISIS DE LOS CITOESQUELETOS DE ACTINA Y TUBULINA EN CÉLU-
LAS CON UNA CANTIDAD REDUCIDA DE Clc1p 
   Previamente se había observado que el mutante nulo de clc1+ poseía serios problemas 
en la distribución de los parches de actina. Como se ha comentado, probablemente los defec-
tos relacionados con el citoesqueleto de actina podrían ser los causantes de los defectos mor-
fológicos en las células clc1∆. Por este motivo, se quiso analizar cómo el descenso en la canti-
dad de Clc1p afectaba a los citoesqueletos de actina y tubulina. 
10.1. Cuantificación y distribución de los parches de actina 
   El análisis del citoesqueleto de actina se realizó inicialmente sobre células fijadas y te-
ñidas con rodamina-faloidina. En la cepa mutante 41XHAclc1 se observó que tanto el número 
como la distribución de los parches de actina estaban alterados. Como se puede ver en la Fi-
gura 26A, cuando se cuantificó el número de parches por célula (en un mínimo de 500 células 
de cada estirpe y condición de expresión de clc1+) se encontró que en la cepa silvestre las 
células tenían entre 21 y 35 parches, siendo el rango entre 26 y 30 parches el valor más abun-
dante. En el caso del mutante 41XHAclc1 incubado en condiciones en las que clc1+ no estaba 
reprimido (sin tiamina en el medio; 0 horas), el número de parches por célula era significati-
vamente menor; el 63% de las células tenían menos de 21 parches, el 12,5% tenían un máximo 
de 10 parches y ninguna de las células analizadas tenían más de 30 parches. Tras 3 horas de 
represión del gen clc1+, sólo el 19% de las células tenían más de 20 parches de actina y en las 
restantes la mayoría de ellas presentaban entre 11 y 15 parches; después de 6 horas en pre-
sencia de tiamina, el 97% de las células presentaban un máximo de 15 parches y el 41% de 
éstas solamente de 0 a 5 parches por célula.  
   Con respecto a la distribución de los parches de actina en las células, en la cepa silves-
tre estas estructuras se localizaban en las zonas de crecimiento activo, tanto en los polos celu-
lares como en la zona del septo. En el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia de tiamina el 
9,5% de las células tenían los parches dispersos (no polarizados) y el 1% no poseía parche 
alguno. Esta distribución no parecía variar tras 3 horas de represión del gen clc1+. No obstan-
te, a partir de las 6 horas de represión se observó una modificación significativa en la distri-
bución de los parches de actina; el 34% de la población celular tenía parches dispersos, el 13% 
de las células no poseían parches y el 1,2% presentaba grandes acúmulos de actina (Figura 
26B). 
      Estos datos indicaban que el descenso de Clc1p afectaba directamente al número de 
parches formados y que la disminución en la cantidad de clatrina y en el número de parches 
era proporcional. Además, la ausencia de Clc1p provocaba defectos notables en la distribu-




En este contexto también se analizó la distribución de la proteína de fusión Arc5-GFP. 
Arc5p es un componente del complejo Arp2/3, necesario para la correcta movilidad e inte-
gridad de los parches de actina (Nolen & Pollard, 2008). Tanto en las células de la cepa silves-
tre como en las del mutante 41XHAclc1 se observó esta proteína como múltipes puntos fluo-
rescentes, próximos a las zonas activas de endocitosis. Sin embargo, en la cepa mutante pa-
recía que había un menor número de puntos por célula (panel situado a la izquierda en la 
Figura 27A). En estas células también se observaron acumulaciones de puntos fluorescentes 
cerca de la superficie celular; estos focos de puntos eran más frecuentes en la cepa mutante 
que en la cepa silvestre (regiones indicadas con flechas en el panel situado a la derecha en la 
Figura 27A). Estos fenotipos se encontraron en la estirpe mutante en todos los tiempos de 
represión estudiados (desde 0 hasta 9 horas). A través de un análisis de Western blot se pudo 
ver que no existían diferencias significativas entre la cantidad total de esta proteína en una 
estirpe silvestre y en la estirpe mutante analizada a diferentes tiempos de represión (Figura 
27B). 
   Todos estos datos indicaban que un nivel reducido de Clc1p provocaba alteraciones en 
los parches de actina y en algunas proteínas que regulan la formación de estas estructuras. 
 
Figura 26. Defectos en los parches de actina producidos por la disminución de clatrina. A. Cuantificación 
del número de células con diferente número de parches de actina por célula con respecto al total de células 
en las estirpes y condiciones indicadas. B. Cuantificación del número de células con distinto patrón de distri-
bución de los parches de actina con respecto al número total de células. Panel derecho, micrografías mos-
trando los diferentes patrones de distribución que se han cuantificado; las células se tiñeron con rodamina-






10.2. La estirpe 41XHAclc1 posee cables de actina aberrantes 
   Mediante un análisis de Western blot se demostró que la reducción en el número de 
parches de actina no estaba acompañada por una reducción en la cantidad total de actina en 
las células mutantes (Figura 28A, panel situado a la izquierda). En diversos estudios se ha 
visto que existe un intercambio entre la actina de los cables y de los parches (Gao & Brets-
cher, 2008). En el caso del mutante 41XHAclc1, el descenso en la cantidad de actina presente 
en los parches de actina podría estar compensado por un aumento en el número de cables de 
actina. Una tinción con el colorante Alexa Fluor 488-faloidina reveló que el mutante 
41XHAclc1 (cultivado tanto en ausencia como en presencia de tiamina) poseía cables de acti-
na que eran muy irregulares en cuanto al grosor, longitud y orientación al compararlos con 
los de una estirpe silvestre (Figura 28A, panel situado a la derecha). De acuerdo con estos 
datos, la cantidad de actina “perdida” por la disminución de parches de actina podría estar 
compensada por una mayor incorporación de monómeros de actina en los cables. 
10.3. La formina For3p se ve afectada por la disminución en la cantidad de Clc1p 
   La formina For3p es necesaria para la formación de los cables de actina en S. pombe 
(Feierbach & Chang, 2001). En nuestro estudio encontramos que esta proteína era menos 
abundante en las células 41XHAclc1 que en las células control, incluso en condiciones en las 
que el gen clc1+ no estaba reprimido (Figura 28B, panel situado a la derecha), y que su distri-
bución era anormal (Figura 28B, panel situado a la izquierda). En la cepa silvestre, For3-GFP 
se detectó como una serie de puntos brillantes concentrados en las zonas de los polos y del 
septo de división, mientras que en el mutante condicional 41XHAclc1, el tamaño y la distribu-
ción de los puntos fluorescentes era más irregular. Como se observa en el panel izquierdo de 
Figura 27. Distribución de Arc5-GFP. A. Distribución de la proteína de fusión Arc5-GFP en células silvestres 
y del mutante 41XHAclc1 creciendo en ausencia de tiamina. Los paneles a la derecha muestran regiones de 
los polos celulares ampliadas; la flecha señala un foco. B. Western blot anti-GFP y anti-Cdc2 de extractos 





la Figura 28B, en la estirpe mutante en condiciones en las que la expresión del gen clc1+ no 
estaba reprimido, ya se podían encontrar puntos fluorescentes dispersos por el citoplasma y 
la totalidad de la superficie celular. Estos defectos en la distribución y en la cantidad total de 
proteína podrían explicar en gran medida la morfología aberrante de los cables de actina en 
el mutante 41XHAclc1. 
10.4. El anillo de actomiosina se ve afectado por la disminución de la cantidad de clatrina  
   La actina también es un componente del anillo contráctil de actomiosina (CAR). Cuan-
do se observaron los anillos de división en las células fijadas y teñidas para el análisis de los 
parches y cables de actina, se observó que éstos eran irregulares. Con el fin de obtener infor-
mación más precisa sobre la morfología de los anillos de actomiosina, se analizó la localiza-
ción y distribución de la proteína Cdc15-GFP (que está asociada al anillo) en una cepa silves-
tre y en la cepa mutante. Al cuantificar el número de células con anillos rotos o asimétricos 
(se analizaron un mínimo de 100 anillos de cada cepa estudiada) se vio que el número de  
anillos anormales presentes en la cepa silvestre estaba en torno al 2% de la población celular. 
Este valor era superior en las células mutantes cultivadas en ausencia de tiamina (la expre-
Figura 28. Distribución de los cables de actina y de la formina For3p. A. Panel situado a la izquierda, Wes-
tern blot de la cantidad de actina presente en extractos celulares de una cepa silvestre y del mutante 
41XHAclc1 incubado en medio mínimo en ausencia y en presencia de tiamina durante las horas indicadas. 
Como control de carga se empleó la proteína Cdc2. Panel de la derecha, tinción con Alexa Fluor 488-
faloidina de las cepas indicadas para visualizar los cables de actina. B. Western blot (panel de la izquierda) y 
distribución (panel de la derecha) de la proteína de fusión For3-GFP en células cultivadas en las mismas con-
diciones que en A. Barra de escala, 5 μm. Las imágenes corresponden a proyecciones máximas de planos 





sión del gen clc1+ no estaba reprimida) siendo aproximadamente del 11%. Tras 6 horas de 
incubación del mutante 41XHAclc1 en condiciones de represión, el 61% de la población celu-
lar tenía anillos defectuosos (Figura 29A). 
 
   Este mismo experimento se realizó observando la localización de la proteína Rlc1-GFP, 
que es la cadena ligera reguladora de una miosina tipo II que interviene en la formación del 
anillo contráctil. En una estirpe silvestre el porcentaje de células que tenían una localización 
anormal de esta proteína era solamente el 0,3%. En la estirpe mutante cultivada en ausencia 
de tiamina la cifra de células que presentaban una localización defectuosa de Rlc1-GFP era 
superior (1,9% de los anillos). Cuando estas mismas células se incubaron en condiciones de 
represión, la cantidad de células con defectos en la localización de Rlc1p fue incrementando 
paulatinamente, siendo de un 6,5% tras 3 horas de represión y de un 15% después de estar 
creciendo 6 horas en presencia de tiamina (resultado no mostrado). 
   Todos estos resultados mostraron que el descenso en la cantidad de Clc1p provocaba 
alteraciones en todas las estructuras que contienen actina, aunque el anillo de actomiosina 
era el elemento que parecía afectarse en menor grado.  
 
 
Figura 29. La disminución de clatrina en las células afecta a la correcta distribución del anillo de acto-
miosina. La gráfica de la izquierda representa la cuantificación de la tipología de los anillos de actomiosina 
presentes en células silvestres y del mutante 41XHAclc1 en las condiciones indicadas, con respecto al total de 
células. La morfología se observó analizando la localización de la proteína  de fusión Cdc15-GFP. Panel de la 
derecha, micrografías que muestran ejemplos de los tipos de anillos de actomiosina cuantificados para reali-
zar la gráfica anterior. Imágenes adquiridas con un sistema de microscopía DeltaVision. 
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10.5. Los microtúbulos no presentan defectos morfológicos apreciables como consecuencia 
de una disminución leve de clatrina 
    Se quiso saber si los microtúbulos se afectaban de algún modo al disminuir la canti-
dad de clatrina en las células. Para llevar a cabo el análisis de estas estructuras se observó la 
proteína de fusión GFP-Atb2 en una estirpe silvestre y en el mutante condicional 41XHAclc1  
en diferentes condiciones de expresión del gen clc1+. No se encontraron diferencias aparentes 
en la distribución, el número o la morfología de los microtúbulos en el mutante condicional 
antes de las 6 horas de represión cuando se compararon con los de una estirpe silvestre 
(Figura 30 y resultados no mostrados). A las 6 horas de estar en presencia de tiamina, aproxi-
madamente el 20% de las células presentaban microtúbulos cortos y desorganizados (flecha 
en la Figura 30) y sólo cuando las células llevaban varios tiempos de generación sin clatrina 
(12 horas en presencia de tiamina), aproximadamente el 80% de la población celular poseía 
graves defectos en el citoesqueleto de tubulina (fotografía situada a la derecha en el panel 
superior de la Figura 30). Al analizar la cantidad total de Atb2-GFP presente en las células 
mediante un análisis de Western blot se observó que ésta no parecía alterarse al disminuir la 
cantidad de clatrina en las células (Figura 30, panel inferior).  
   Según estos datos, y teniendo en cuenta que no se ha analizado la dinámica de los mi-
crotúbulos, se podría concluir que en S. pombe la organización y estructura de los microtúbu-
los no parece depender directamente de la cantidad de clatrina presente en las células.  
 
Figura 30. Análisis de los microtúbulos en el mutante 
41XHAclc1. Distribución (panel superior) y Western blot (panel 
inferior) de la proteína de fusión Atb2-GFP en las células de 
una estirpe silvestre y del mutante 41XHAclc1 incubadas en 
ausencia o presencia de tiamina durante los tiempos indicados. 
Imágenes tomadas con un sistema de microscopía DeltaVision. 
Barra de escala, 5 μm. 
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11. ANÁLISIS DEL PROCESO DE SECRECIÓN EN LAS CÉLULAS CON NIVELES 
REDUCIDOS DE Clc1p 
 La clatrina es necesaria para que la secreción y el transporte interno de multitud de pro-
teínas se produzca de forma correcta. 
   En el Apartado 9 de esta misma sección ya se describió que los fenotipos observados 
en la pared celular del mutante 41XHAclc1 se debían principalmente a defectos en el trans-
porte hacia la membrana plasmática de enzimas relacionadas con la biosíntesis y remodela-
ción de esta estructura. Por este motivo se ha querido determinar si los defectos observados 
eran específicos en el transporte de esas enzimas, o bien eran consecuencia de un defecto ge-
neral en los procesos de secreción. 
   Para ello se han caracterizado diversos componentes y procesos celulares relacionados 
con la secreción y transporte interno de proteínas.  
11.1. El complejo adaptador AP-1 no pierde la afinidad por Chc1p cuando hay un descenso 
en la cantidad de Clc1p en las células 
   La distribución del complejo adaptador de clatrina AP-1, que está relacionado con el 
tráfico bidireccional de vesículas entre el trans-Golgi y los endosomas, se observó analizando 
la localización de su subunidad Apm1p fusionada a la proteína fluorescente GFP. Esta cons-
trucción se observó en las células como puntos citoplasmáticos que co-localizaban en su in-
mensa mayoría con la proteína de fusión Chc1-mCherry (Figura 31A). De acuerdo con la re-
ducción de Chc1p que sufría el mutante defectivo en Clc1p, los puntos de Chc1-mCherry 
eran más pequeños en esta estirpe que en la cepa control, como ya se había visto previamente 
con la construcción Chc1-GFP (Figura 22B). Sin embargo, incluso después de 6 horas de re-
presión del gen clc1+, Chc1p y Apm1p co-localizaban tal y como se puede observar en la Fi-
gura 31A. Este resultado indicaría que, aparentemente, la reducción de Clc1p no eliminaba la 
capacidad de reclutamiento de Chc1p y Apm1p a las membranas. 
11.2. Análisis del exocisto en la cepa 41XHAclc1 
   Cuando se analizó la distribución de la proteína del exocisto Sec8-GFP, se pudo ver 
que ésta se localizaba en los polos celulares de células en interfase y en la zona del ecuador 
de las células en división, tanto en la estirpe silvestre como en la estirpe mutante 41XHAclc1 
incubada en ausencia de tiamina (Figura 31B, panel izquierdo). Este fenotipo persistía tras 3 
horas de represión del gen clc1+,y sólo después de 6 horas de represión se pudo apreciar que 
alrededor del 50% de las células mostraban una deslocalización del exocisto de las zonas de 
crecimiento, observándose la señal de la GFP de una forma difusa por el citoplasma (Figura 
31B, fotografía situada a la derecha en el panel izquierdo). Esta deslocalización de Sec8-GFP 
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estaba acompañada de una leve reducción de la cantidad total de la proteína, tal y como se 
vio al realizar un análisis de Western blot (Figura 31B, panel derecho). Así, una reducción del 
40% en la cantidad de clatrina no tiene un efecto aparente en la localización del exocisto. 
11.3. Análisis de la distribución de los complejos SNARE 
   Al llevar a cabo el análisis de la localización del v-SNARE Syb1-GFP no se encontró 
ninguna diferencia aparente en la distribución de esta proteína entre la cepa silvestre y la ce-
pa mutante 41XHAclc1, cultivada en ausencia o en presencia de tiamina durante 3 e incluso 6 
horas. En ambas Syb1-GFP se localizaba en la superficie de los polos y el ecuador celular, y 
en vesículas dispersas por el citoplasma (Figura 32A, panel superior). Se ha descrito que la 
pérdida del complejo AP-1 perturba la distribución de Syb1-GFP, de manera que en este mu-
tante Syb1p no se observa en la superficie celular (Kita et al, 2004). En el caso del mutante 
41XHAclc1 la deslocalización de Syb1-GFP en la superficie sólo se observó tras incubar las 
células en presencia de tiamina durante 48 horas (en medio mínimo suplementado con sorbi-
Figura 31. Localización de proteínas implica-
das en procesos de secreción. A. Localización 
de las proteínas de fusión Apm1-GFP y Chc1-
mCherry en células silvestres (WT) y del mu-
tante 41XHAclc1 incubadas en ausencia (-T) o 
presencia (+T) de tiamina durante seis horas. 
Las micrografías son proyecciones máximas de 
planos tomados en series-z con un sistema de 
microscopía DeltaVision. B. Panel de la iz-
quierda, micrografías de la distribución de la 
proteína Sec8-GFP en una cepa silvestre y en el 
mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia o 
presencia de tiamina durante seis horas; imá-
genes tomadas con un microscopio de fluores-
cencia convencional. Barra de escala, 5 μm. 






tol; Figura 32A, panel inferior), condición equivalente a la deleción de clc1+. Este resultado 
indicaba que los defectos en la maquinaria que media la secreción es mayor en el mutante 
apm1∆ que en el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia de tiamina y concordaba con 
nuestra observación previa de que en la cepa 41XHAclc1 el defecto en la actividad β(1,3)
glucán sintasa era menor que en el mutante apm1∆, incluso tras 6 horas de represión.  
   También se analizó la distribución de la t-SNARE Psy1p fusionada a la proteína fluo-
rescente GFP. En este caso, la localización de GFP-Psy1 en la estirpe 41XHAclc1 tampoco 
mostraba diferencias con respecto a la de la cepa control, incluso después de 6 horas de re-
presión del gen clc1+ (Figura 32B). 
 
 
Figura 32. Distribución del v-SNARE Syb1p y 
del t-SNARE Psy1p. A. Panel superior, micro-
grafías de células de las estirpes silvestres (WT) 
y mutante 41XHAclc1 que portan la proteína 
Syb1-GFP incubadas en medio mínimo en au-
sencia (-T) y en presencia (+T) de tiamina du-
rante 6 horas. Panel inferior, el mismo ensayo 
que en el panel superior pero en este caso las 
células se incubaron en presencia de tiamina y 
de sorbitol durante 48 horas. B. Distribución de 
la proteína GFP-Psy1 en las estirpes silvestre y 
41XHAclc1 cultivadas en ausencia o en presen-
cia de tiamina durante 6 horas. Todas las imá-
genes son secciones medias y se realizaron con 
un sistema de microscopía DeltaVision. Barra 





11.4. Análisis de la secreción de fosfatasa ácida en la estirpe con niveles reducidos de cla-
trina 
   Para analizar la secreción de la enzima fosfatasa ácida en el mutante 41XHAclc1 se em-
pleó la misma aproximación bioquímica que se utilizó con el mutante de deleción clc1∆. Al 
analizar la actividad de la enzima en el medio de cultivo se encontró que ésta estaba reducida 
en los mutantes apm1∆, rho3∆ y 41XHAclc1 (incubada tanto en ausencia como en presencia de 
tiamina durante 6 horas). Se obtuvieron resultados similares cuando se cuantificó la activi-
dad en extractos celulares de estas mismas estirpes (gráfica situada a la izquierda en la Figu-
ra 33A y resultados no mostrados). Cuando se calculó la proporción entre la actividad detec-
tada en el medio y la actividad total (medio + extractos celulares) se encontró que no había 
diferencias significativas entre la estirpe silvestre y la mutante 41XHAclc1 incluso bajo condi-
ciones de represión del gen clc1+ (6 horas en presencia de tiamina), como se observa en la 
gráfica situada a la derecha en la Figura 33A (en esta gráfica se muestran solamente los datos 
referentes al mutante de clc1+ incubado bajo condiciones de represión durante 6 horas). Este 
resultado fue similar al obtenido en el mutante clc1∆ cultivado en presencia de sorbitol, indi-
cando que los mutantes del gen clc1+ no parecían tener defectos en la secreción de la enzima 
fosfatasa ácida. Utilizando este método de valoración tampoco se detectó un defecto de se-
creción en el mutante apm1∆, pero sí en el mutante rho3∆. 
11.5. El mutante 41XHAclc1 no muestra defectos aparentes en el tráfico intracelular de la 
carboxipeptidasa Y 
   El análisis del transporte de la hidrolasa carboxypeptidasa Y (Cpy1p) hacia la superfi-
cie celular se emplea frecuentemente para detectar un posible defecto en el tráfico vesicular 
entre el Golgi y las vacuolas. El hecho de que esta hidrolasa se secrete al exterior celular pone 
de manifiesto problemas en el tráfico interno de la célula. Mediante la realización de un aná-
lisis Dot-blot de colonias (Conibear & Stevens, 2002), se observó que la estirpe 41XHAclc1 en 
condiciones en las que el gen clc1+ no estaba reprimido, no secretaba la proteína Cpy1p al 
medio (Figura 33B). Este ensayo no pudo realizarse reprimiendo el gen clc1+ con tiamina du-
rante diferentes tiempos porque las placas de crecimiento necesitaban incubarse durante va-
rios días en estas condiciones, hecho que era incompatible con la viabilidad de las células del 
mutante 41XHAclc1. 
   Todos los resultados descritos en esta sección mostraron que una reducción del 40% de 
la cantidad de Clc1p en las células (cantidad de proteína estimada en células mutantes cre-
ciendo en ausencia de tiamina) no conducían a un defecto general en los procesos de secre-
ción. Sin embargo, una mayor disminución de la cantidad de Clc1p estaba acompañada de 




12. ANÁLISIS DEL PROCESO DE ENDOCITOSIS EN CÉLULAS CON NIVELES RE-
DUCIDOS DE CLATRINA 
   Al igual que para la secreción, la clatrina es un elemento necesario para que se lleve a 
cabo el proceso de  endocitosis correctamente. Contar con un mutante que permitiese modu-
lar la cantidad de clatrina en la célula hizo posible el análisis de este proceso de un modo de-
tallado. Se realizaron diferentes aproximaciones que permitieron determinar el grado de 
afectación de la maquinaria endocítica en función de los diferentes niveles de clatrina presen-
tes en la célula.  
12.1. Análisis del complejo AP-2  
   El análisis de la localización de la proteína Apl3p que forma parte del complejo adap-
tador AP-2, relacionado con la endocitosis, mostró que en una estirpe silvestre esta proteína 
se distribuía principalmente como una serie de pequeños puntos concentrados en los polos o 
en el ecuador celular (Figura 34A, panel superior). Observando la localización de Apl3-GFP 
en el mutante condicional 41XHAclc1 incubado en condiciones en las que la expresión del 
gen clc1+ no estaba reprimida, no se encontraron muchas diferencias con respecto a la locali-
zación de esta proteína en las células de una estirpe control, aunque en algunas células era 
posible observar puntos de Apl3-GFP de mayor tamaño que los de la estirpe silvestre. Cuan-
do la cantidad de Clc1p se redujo más drásticamente utilizando el mutante condicional 
Figura 33. La secreción de fosfatasa ácida y el transporte de la carboxipeptidasa Cpy1p parecen no afectar-
se por la disminución de clatrina en las células. A. Actividad fosfatasa ácida valorada en el medio de culti-
vo y en extractos celulares. Todas las muestras se recogieron de cultivos celulares que estaban creciendo lo-
garítmicamente a una densidad de 2x107 células/ml. Panel situado a la izquierda, actividad medida en el 
medio de cultivo y en extractos celulares de las cepas indicadas. Panel derecho, la secreción de fosfatasa áci-
da se calculó como el porcentaje de actividad obtenida en los cultivos con respecto al total de actividad de-
tectada (actividad en el medio + actividad en los extractos celulares). El experimento se realizó un mínimo 
de cinco veces con duplicados; se muestra la significación estadística (*; p<0.05; Test t-Student). B. Detección 
de la carboxipeptidasa Cpy1p secretada mediante un análisis de Western Dot-blot de las cepas indicadas, 




41XHAclc1 incubado en condiciones de represión durante seis horas, las células parecían te-
ner menos puntos de    Apl3-GFP (Figura 34A, panel superior). Además, en la estirpe mutan-
te la mayoría de los puntos se observaban principalmente en la superficie celular, sugiriendo 
que su movilidad podía estar reducida, o bien que su tiempo de permanencia en la membra-
na era mayor. Esta alteración era más evidente en condiciones de represión. Mediante un 
análisis de Western blot también se pudo apreciar que la cantidad total de Apl3-GFP en las 
células estaba ligeramente reducida en el mutante 41XHAclc1 (Figura 34A, panel inferior).  
12.2. Distribución de End4p  
   Cuando se llevó a cabo el análisis de la localización de End4/Sla2-GFP, una proteína 
adaptadora que permite la unión de la actina a la clatrina y es necesaria para la endocitosis 
(Iwaki et al, 2004; Castagnetti et al, 2005), se vio cómo en una cepa silvestre esta proteína se 
distribuía como puntos concentrados principalmente en las zonas de los polos y del septo de 
división (fotografía situada a la izquierda en el panel superior de la Figura 34B). En la cepa 
mutante incubada en ausencia de tiamina esta localización era similar, pero aproximadamen-
te el 6% de las células mostraban una señal continua de End4-GFP en la superficie de las   
áreas de crecimiento (la flecha de la fotografía central del panel superior de la Figura 34B se-
Figura 34. Análisis de proteínas implicadas en la endocitosis mediada por clatrina. A. Panel superior, dis-
tribución de Apl3-GFP en una estirpe silvestre (WT) y en la estirpe 41XHAclc1 incubada en ausencia (-T) y en 
presencia (+T) de tiamina durante 6 horas; el triángulo blanco indica un agrupamiento de puntos de        
Apl3-GFP. Barra de escala, 5 μm. Panel inferior, Western blot anti-GFP y anti-Cdc2 de extractos celulares 
obtenidos de las mismas muestras que en el panel superior. B. Panel superior, distribución de la proteína 
End4/Sla2-GFP en las mismas condiciones que en A. La flecha señala una célula que tiene fluorescencia con-
tinua en la superficie celular. En cada fotografía se indica el porcentaje de células con esta distribución conti-
nua de End4-GFP. Barra de escala 5 μm. Panel inferior, Western blot de extractos celulares procedentes de 
las mismas muestras. La flecha indica la señal de End4-GFP, el triángulo señala una banda que podría co-




ñala la señal continua de la proteína). El porcentaje de células con este fenotipo fue aumen-
tando al añadir tiamina al medio, desde el 22% a las 3 horas de represión, hasta el 45% tras 
estar 6 horas en presencia de la vitamina (Figura 34B, panel superior). Este porcentaje siguió 
incrementando a medida que pasaba el tiempo en el que las células estaban en presencia de 
tiamina. Mediante un ensayo de Western blot se observó que la cantidad total de End4-GFP 
estaba reducida en las células 41XHAclc1 (panel inferior de la Figura 34B, la flecha indica la 
señal de End4-GFP). Además, en las muestras correspondientes a la cepa mutante se pudo 
observar una banda que podría corresponder a la GFP procedente de la proteína de fusión 
End4-GFP, que no aparecía en la muestra de la cepa silvestre (panel inferior de la Figura 34B, 
la banda está señalada por un triángulo negro). La aparición de esta banda podría estar indi-
cando degradación proteica de End4-GFP en las muestras de las estirpe 41XHAclc1. La banda 
señalada con un asterisco en el panel inferior de la Figura 34B corresponde a una banda ines-
pecífica. 
   En S. cerevisiae está descrito que Clc1p se une a Sla2/End4 y promueve la progresión 
de los parches de actina en los sitios de endocitosis regulando este proceso eficientemente 
(Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011). En nuestro caso, según los datos obtenidos, 
la disminución de la cantidad de clatrina en S. pombe también podría estar ralentizando la 
progresión de los parches en los sitios de endocitosis, haciendo que la proteína End4-GFP 
fuese más inestable. 
12.3. Un descenso del 40% en la cantidad de clatrina no afecta de forma significativa a la 
internalización de material de membrana plasmática 
   Para comprobar el efecto que podría causar la disminución de clatrina en la endocitosis 
de proteínas de la membrana plasmática se llevó a cabo un análisis de la incorporación del 
colorante FM4-64 en las células. La tinción se realizó en cultivos mixtos de células del mutan-
te 41XHAclc1 y de una estirpe silvestre que portaban la proteína del cuerpo polar del huso 
fusionada con la proteína verde fluorescente (Sad1-GFP) para poder diferenciar ambas estir-
pes. Los cultivos se incubaron en ausencia o presencia de tiamina durante 3 y 6 horas; las fo-
tografías mostradas en la Figura 35A se tomaron a los 0, 2 y 30 minutos después de haber 
añadido el FM4-64 al medio (ver “Materiales y métodos”). En los cultivos mixtos donde no se 
añadió tiamina, tanto en la cepa silvestre (células con un punto verde fluorescente) como en 
la mutante, el colorante se observaba en la superficie celular a tiempo 0, en endosomas inter-
nos a los 2 minutos, y marcando la membrana vacuolar a los 30 minutos de haber estado a 
32°C en presencia del colorante. Al realizar la tinción en células que habían sido incubadas 
en presencia de tiamina durante 3 horas, no se apreciaron diferencias significativas en las 
diferentes etapas de transporte del colorante entre ambas cepas. Cuando se analizó la endoci-
tosis del FM4-64 en cultivos mixtos que habían estado sometidos a 6 horas de represión, se 
observó que las células de las dos estirpes presentaban teñidas su membrana plasmática 
(tiempo 0´). Tras dos minutos de estar en presencia del colorante, éste se observaba en el in-
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terior de las células silvestres (células que poseen un punto verde fluorescente en su interior), 
pero no en las células mutantes. Después de 30 minutos de incubación a 32°C en presencia 
del colorante, las vacuolas de la cepa control estaban marcadas, sin embargo en las células 
mutantes el colorante todavía se podía observar en la superficie (fotografías en la parte infe-
rior de la Figura 35A). En estas condiciones solamente se pudo apreciar una leve tinción en el 
interior celular en un reducido número de células del mutante condicional de clc1+ (flechas 
en la Figura 35A). Con estos datos se puede asumir que una reducción del 40% de Clc1p no 
afectaba a la toma de FM4-64 y sólo al disminuir en más del 90% la cantidad de esta proteína 
en las células se detectaba un retraso bastante notable en el proceso, aunque éste no parecía 
bloquearse totalmente. 
Figura 35. Análisis de la endocitosis en células de la estirpe 41XHAclc1. A. Incorporación del colorante 
FM4-64 en cultivos mixtos de células silvestres que poseen la proteína Sad1-GFP y células del mutante 
41XHAclc1 crecidas en ausencia o presencia de tiamina durante 6 horas. Las células se tiñeron con el coloran-
te y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubación a 32°C; las flechas indican la interna-
lización del FM4-64. Las imágenes de fluorescencia son secciones medias que se obtuvieron con un sistema 
de microscopía DeltaVision. La barra de escala representa 5 μm. B. Ensayo de crecimiento donde 3x104 célu-
las y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas que se inocularon en placas de medio mínimo y medio 
mínimo suplementado con 0,9 mg/ml del análogo de L-prolina, ácido L-azetidina-2-carboxílico (AZC) y se 





   Por otra parte también se llevaron a cabo estudios de crecimiento en presencia del 
compuesto L-azetidin-2-caboxílico (AZC), que es un análogo tóxico del aminoácido L-
prolina. Estos ensayos permiten evaluar la endocitosis del transportador de membrana 
plasmática de este aminoácido (ver “Materiales y métodos”).  
   Está descrito que el AZC inhibe el crecimiento celular en el mutante end4/sla2Δ debido 
a que los defectos en la endocitosis del transportador del aminoácido hacen que las células 
incorporen más análogo, lo que provoca una inhibición del crecimiento (Iwaki et al, 2004). 
Cuando se estudió qué ocurría con el mutante 41XHAclc1, en condiciones en las que la expre-
sión de clc1+ no estaba reprimida (células creciendo sin tiamina en el medio), no se encontró 
ninguna diferencia en el crecimiento con respecto a la cepa silvestre (Figura 35B). Este expe-
rimento no se pudo realizar en medio mínimo con tiamina debido a que la mayoría de las 
células del mutante 41XHAclc1 morían antes de 24 horas de incubación en presencia de la 
vitamina. 
   En resumen, una reducción de hasta el 40% de Clc1p en la célula no provoca un defec-
to generalizado en la internalización de material asociado a la membrana plasmática 
12.4. Influencia de la estabilización osmótica del medio sobre la internalización del colo-
rante FM4-64 
   Como se ha indicado en el punto anterior, las células del mutante condicional 
41XHAclc1 incubadas durante 6 horas con tiamina no eran capaces de internalizar el coloran-
te FM4-64 correctamente. Estas células prácticamente sólo presentaban teñida la membrana 
plasmática incluso tras 30´ minutos de incubación a 32°C en presencia del colorante 
(fotografía inferior derecha de la Figura 35A). No obstante, cuando realizamos esta misma 
tinción en células del mutante nulo clc1∆ habíamos observado que el FM4-64 sí era capaz de 
entrar en las células, aunque con cierto retraso (Figura 17A). El hecho de que el mutante nulo 
de clc1+ pudiese internalizar el colorante y el mutante condicional 41XHAclc1 no, podría de-
berse a que las células de clc1∆ estaban incubadas en un medio suplementado con sorbitol, ya 
que en S. cerevisiae se ha visto que la estabilización osmótica del medio afecta directamente a 
la endocitosis (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009). Para analizar esta posibilidad, se 
llevó a cabo la tinción con el colorante FM4-64 de células de una estirpe silvestre y del mu-
tante condicional 41XHAclc1, incubadas en condiciones de represión durante 9 horas, y culti-
vadas en medio mínimo o en medio mínimo suplementado con sorbitol (Figura 36). Como se 
observa en el panel de la izquierda de la Figura 36, las células de la estirpe silvestre incuba-
das en medio mínimo presentaban teñidas las vacuolas tras pasar 15 y 30 minutos en presen-
cia del colorante. En estas mismas condiciones, las células del mutante condicional mostra-
ban teñida principalmente la membrana plasmática, incluso tras estar 30 minutos en contacto 
con el FM4-64. Cuando este mismo experimento se realizó en medio mínimo suplementado 
con sorbitol (panel situado a la derecha en la Figura 36) se observó que las células silvestres 
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incorporaban el colorante con la misma eficiencia que en un medio sin sorbitol. Sin embargo, 
a diferencia de lo que ocurría en un medio sin estabilización osmótica, el mutante condicio-
nal incubado durante 9 horas en condiciones de represión era capaz de internalizar el FM4-64 
tras estar 15 minutos en presencia del colorante, aunque parecía existir cierto retraso con res-
pecto a la estirpe silvestre analizada en las mismas condiciones (fotografía superior derecha 
del panel situado a la derecha en la Figura 36), ya que mientras que en las células silvestres 
ya había alcanzado la membrana vacuolar, en las mutantes éste se observaba en la superficie 
celular y en endosomas. Tras 30 minutos de incubación de las células del mutante en presen-
cia del FM4-64, se pudo apreciar el marcaje de las vacuolas (fotografía situada en la parte in-
ferior derecha del panel situado a la derecha en la Figura 36), al igual que ocurría en las célu-
las del mutante nulo clc1∆ (Figura 17A). Sin embargo, aún se observaban numerosos endoso-
mas, lo que confirmaba el retraso. 
   Estos datos confirmaban nuestra hipótesis de que la estabilización osmótica del medio 
afectaba a la endocitosis en S. pombe, o al menos a la incorporación del colorante FM4-64 de 
manera que, en estas condiciones, la clatrina no es estrictamente necesaria para el proceso, 
aunque sí lo es para que ocurra eficientemente.  
 
Figura 36. Influencia de la estabilización osmótica del medio de cultivo en la endocitosis del FM4-64 en S. 
pombe. El panel de la izquierda muestra células de la cepa silvestre y del mutante 41XHAclc1 cultivadas en 
presencia de tiamina durante 9 horas en medio mínimo e incubadas con el colorante FM4-64 durante 15 y 30 
minutos. Panel derecho, células de las mismas estirpes y en las mismas condiciones, cultivadas en medio 
mínimo suplementado con sorbitol e incubadas con el colorante FM4-64 durante 15 y 30 minutos. Las imág-
nes son planos únicos adquiridos con un sistema de microscopía DeltaVision. 
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13. LAS PROPIEDADES DE LAS VACUOLAS ESTÁN ALTERADAS EN LAS CÉLU-
LAS CON NIVELES REDUCIDOS DE Clc1p 
   Se había observado que las células del mutante nulo clc1∆ poseían vacuolas pequeñas 
o fragmentadas (Figuras 13 y 14). Por ese motivo también se analizaron las características de 
las vacuolas en las células que tenían un nivel reducido de clatrina 
13.1. Defectos en la morfología y el número de las vacuolas 
  La tinción de las vacuolas con el colorante CDCFDA mostró que incluso en las células 
del mutante 41XHAclc1 cultivadas en ausencia de tiamina (disminución del 40% de Clc1p), 
estos orgánulos eran de menor tamaño y más numerosos que los de la cepa silvestre (Figura 
37A). Para confirmar estos resultados, en primer lugar se cuantificó el número de vacuolas 
por célula que tenían ambas estirpes. En el caso de la cepa silvestre se contaron 768 vacuolas 
en un total de 48 células (media de 16,4 vacuolas por célula) y para el mutante 41XHAclc1 se 
detectaron 449 vacuolas pertenecientes a 15 células (media de 29,9 vacuolas por célula). Por 
otra parte, se midieron los diámetros de las vacuolas en la estirpe silvestre y en la cepa condi-
cional del gen clc1+ sin reprimir para valorar si existían diferencias en el tamaño de estos 
orgánulos entre ambas cepas. La Figura 37B muestra los resultados de la distribución de los 
diámetros vacuolares en cada población celular analizada. En las células silvestres la mayoría 
de las vacuolas poseían un diámetro entre 0,2 y 1,19 μm, siendo los valores comprendidos 
entre 0,8 y 0,99 μm los más representados, aunque existía un pequeño número de vacuolas de 
mayor tamaño con un diámetro superior a 2,0 μm. En el mutante 41XHAclc1 la mayoría de 
las vacuolas tenían un diámetro comprendido entre 0,2 y 0,99 μm, y los tamaños entre 0,4 y 
0,79 μm eran mayoritarios. El número de vacuolas con un diámetro superior a 0,99 μm fue 
significativamente menor que en la cepa silvestre, mientras que el número de vacuolas con 
un diámetro menor a 0,2 μm fue mayor que en esta cepa. En resumen, las células mutantes 
tenían más vacuolas y éstas eran de menor tamaño que las que presentaba la estirpe silvestre. 
   Adicionalmente se realizó microscopía electrónica de transmisión para observar en 
más detalle la morfología de las vacuolas en estas cepas. Como se puede observar en la Figu-
ra 37C, en el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia de tiamina, algunas de las vacuolas 
poseían aparencia silvestre (vacuola señalada por una flecha en la fotografía marcada como 
0h), mientras que otras, sobre el 60%, poseían contenido en su interior y/o eran de forma 
irregular (un ejemplo está señalado por un triángulo blanco en la misma fotografía). A partir 
de las 3 horas de represión del gen clc1+, la mayoría de las vacuolas aparecían como cuerpos 








Figura 37. Las vacuolas de la estirpe mutante 41XHAclc1 presentan defectos de tamaño y morfología. A. 
Vacuolas de una cepa silvestre y del mutante 41XHAclc1 incubado en condiciones en las que el gen clc1+ se 
está expresando (sin tiamina en el medio), teñidas con diacetato carboxi-2',7'-diclorofluoresceína (CDCFDA); 
en la parte inferior del panel se indica la media del número de vacuolas por célula para cada estirpe. Imáge-
nes tomadas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 μm. B. Gráfica que mues-
tra el porcentaje de vacuolas clasificadas según la medida de su diámetro con respecto al número total de 
vacuolas cuantificadas en células de una estirpe silvestre y del mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia de 
tiamina. C. Fotografías de microscopía electrónica de vacuolas en la cepa silvestre y en el mutante 41XHAclc1 
cultivado en condiciones de expresión del gen clc1+ (0h) y bajo condiciones de represión del mismo durante 3 






13.2. El descenso de Clc1p provoca defectos en la fusión homotípica de las vacuolas y alte-
ra sus propiedades  
   Se analizó si las vacuolas en el mutante 41XHAclc1 eran capaces de llevar a cabo la fu-
sión homotípica cuando las células eran sometidas a un choque hipo-osmótico. Al transferir 
células de una estirpe silvestre de medio mínimo a agua, e incubarlas en esas condiciones 
durante 90 minutos, el tamaño de las vacuolas incrementó en el 86% de las células analizadas 
(Figura 38, panel izquierdo). Cuando se realizó este mismo ensayo con las células del mutan-
te condicional incubado en condiciones en las que el gen clc1+ no estaba reprimido (sin tiami-
na en el medio) se observaron dos hechos: i) sólo el 32% de las células eran capaces de llevar 
a cabo la fusión vacuolar (un ejemplo de una vacuola fusionada -con un tamaño superior al 
de una vacuola media- está señalado por un triángulo en el panel central de la Figura 38); ii) 
algunas de las vacuolas no se tiñeron con el colorante CDCFDA, o la tinción que presentaban 
era muy débil (ejemplos señalados por flechas en el panel central de la Figura 38). Tras tres 
horas de crecimiento en condiciones de represión, sólo se detectó un pequeño número de va-
cuolas de gran tamaño en las células incubadas en agua durante 90 minutos (Figura 38, panel 
derecho. En una fotografía de DIC el triángulo señala una vacuola). Además, bajo estas con-
diciones el colorante CDCFDA no proporcionó una clara tinción vacuolar; las células mutan-
tes exhibían una fluorescencia difusa por todo el citoplasma e incluso, en ocasiones, las célu-
las no presentaban fluorescencia indicando que las propiedades de las vacuolas se alteraban 
cuando se reducía la cantidad de clatrina en las células. 
Figura 38. Las vacuolas del mutante 41XHAclc1 tienen alteradas sus propiedades. Las fotografías superio-
res muestran imágenes de DIC y de fluorescencia donde se observan las vacuolas de una cepa silvestre y del 
mutante 41XHAclc1 incubado en medio mínimo en ausencia (0h) o en presencia de tiamina durante tres 
horas (3h), teñidas con el colorante CDCFDA. En las fotografías inferiores se muestran imágenes de DIC y de 
fluorescencia de células de cada cultivo indicado, que se transfirieron de medio mínimo a agua y se incuba-
ron durante 90 minutos en presencia de CDCFDA. Las flechas señalan células que no se tiñeron; los triángu-
los muestran vacuolas fusionadas. Barra de escala, 5 μm.  
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14. CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEÍNA Apl3p 
   Con el fin de analizar si el complejo AP-2, asociado a las vesículas endocíticas de clatri-
na, juega algún papel en la síntesis de la pared celular y/o en la morfogénesis de S. pombe, se 
ha caracterizado la proteína Apl3p que corresponde a la subunidad α de dicho adaptador.  
   En la base de datos de S. pombe (http://www.pombase.org) el gen anotado como 
SPBC691.03c aparece como la ORF del gen apl3+, que codifica una proteína conservada en 
eucariotas que se corresponde con Apl3p. Para proceder a su estudio se clonó este gen y se 
construyeron diferentes plásmidos integrativos en los que apl3+ estaba marcado con distintos 
epítopos en su extremo carboxilo terminal (ver “Materiales y métodos”). Mediante un análi-
sis de Western blot se determinó que este gen se expresa en S. pombe y que codifica una pro-
teína con un tamaño de aproximadamente 100 kDa, tal y como se esperaba según la informa-
ción registrada en http://www.pombase.org (ver Figura 34A, panel inferior). 
   En cuanto a su localización celular, la proteína de fusión Apl3-GFP se distribuía a mo-
do de pequeños puntos fluorescentes en las zonas de los polos y el ecuador celular, además 
de en pequeñas vesículas intracelulares dispersas por el citoplasma (Figura 34A, panel supe-
rior). Puesto que los polos y el ecuador celular corresponden a los sitios de endocitosis activa, 
la localización de Apl3p estaba de acuerdo con una posible intervención de esta proteína en 
dicho proceso. 
14.1. Relación de Apl3p con Clc1p 
    Como se ha comentado con anterioridad apl3+ codifica la subunidad α del complejo 
tetramérico AP-2, conocido por su asociación con la clatrina en la membrana plasmática. En 
mamíferos la subunidad α es la parte del complejo encargada de interaccionar con las cabe-
zas de fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato, que es un lípido muy abundante en la membrana 
plasmática (Collins et al, 2002; Gaidarov et al, 1996; Rohde et al, 2002; Reider & Wendland, 
2011). Sin embargo, la interacción de los adaptadores con la clatrina se produce a través de 
las subunidades β, según diversos análisis realizados (Dell’Angelica et al, 1998; Gallusser & 
Kirchhausen, 1993). En el caso de S. cerevisiae solamente se ha visto interacción de la clatrina 
con el adaptador AP-1, pero no con los otros dos adaptadores que se han descrito para leva-
duras, AP-2 y AP-3 (Yeung et al, 1999). 
    En S. pombe no se había estudiado la interacción del complejo AP-2 con la clatrina, pe-
ro por predicciones informáticas y diversos análisis estructurales se sabe que la subunidad 
Apl1p, la adaptina β2 del complejo AP-2, no posee ninguna región de unión a clatrina 
(Clathrin Binding Box o CBB) (ELM Motif: http://elm.eu.org). Apl3p sí que posee este moti-




   Para analizar esa posibilidad se realizó un ensayo de co-inmunoprecipitación entre las 
proteínas Apl3p y Clc1p. Se incubaron los extractos celulares procedentes de una cepa silves-
tre (en la que ninguna de las proteínas a estudio estaba marcada) y de las cepas que portaban 
las proteínas de fusión Apl3-GFP, Clc1-HA, o ambas en presencia del anticuerpo monoclonal 
anti-GFP. Tras realizar la inmunoprecipitación (ver “Materiales y métodos”), se realizaron 
ensayos de Western blot empleando anticuerpos anti-GFP o anti-HA para detectar la presen-
cia de Apl3p o Clc1p en los inmunoprecipitados y en los extractos celulares. Como se puede 
observar en la Figura 39, Clc1-HA se detectó en los inmunoprecipitados procedentes de la 
cepa que portaba ambas proteínas marcadas pero no en los procedentes de las estirpes em-
pleadas como controles. Este resultado indicaría que ambas proteínas interaccionaban directa 
o indirectamente en S. pombe, y pondría de manifiesto la capacidad de la subunidad α del 
complejo AP-2 para interaccionar con la clatrina, a diferencia de lo que se sabe hasta ahora en 
S. cerevisiae. 
14.2. Apl3p es necesaria para la estabilidad del complejo AP-2 
   Al analizar la localización de Apl1-GFP (subunidad β2 de AP-2) en el mutante de dele-
ción de apl3+ y la de Apl3-GFP en el mutante apl1∆ observamos que en ambos casos se perdía 
la localización de las proteínas en los sitios activos de crecimiento (Figura 40). Este dato indi-
caba que la pérdida de una de las subunidades mayores de AP-2 desestabilizaba el complejo 
adaptador en S. pombe. En el caso de mamíferos y de S. cerevisiae ya se había estudiado con 
anterioridad que la ausencia de alguna de las cuatro subunidades afectaba drásticamente a la 
formación de un complejo estable (Panek et al, 1997; Dell’Angelica et al, 1999). Además, se 
sabe que en S. cerevisiae la deleción de APL3 hace que se pierda la unión entre las subunida-
des Apl1p y Apl2p, impidiéndose la formación del complejo AP-2 (Yeung et al, 1999). Como 
se ha podido comprobar en S. pombe, AP-2 presentaba un comportamiento similar al de otras 
especies estudiadas.   
 
Figura 39. Clc1p y Apl3p co-inmunoprecipitan. Extrac-
tos celulares de estirpes que expresan las proteínas de 
fusión Apl3-GFP y/o Clc1-HA se analizaron mediante 
Western blot empleando los anticuerpos monoclonales 
anti-GFP (α-GFP) o anti-HA (α-HA). Alícuotas de los 
extractos se inmunoprecipitaron con el anticuerpo poli-
clonal anti-GFP para la inmunoprecipitación (IP) y se 




15. ANÁLISIS DEL MUTANTEA apl3∆ 
   Como se ha explicado en la “Introducción”, Apl3p está descrito como una subunidad 
perteneciente a un complejo adaptador de clatrina que se asocia a la membrana plasmática e 
interviene en el proceso de endocitosis. Por este motivo quisimos determinar ésta y otras po-
sibles funciones de esta proteína en S. pombe. Para conocer la función de apl3+ se llevó a cabo 
la construcción del mutante nulo apl3::KAN del modo que se explica en la sección “Materiales 
y métodos”. Se transformó una cepa haploide de S. pombe con el casete de deleción y se obtu-
vieron diferentes transfomantes capaces de crecer en medio rico suplementado con G418, lo 
que indicaba a priori que a diferencia de lo que ocurría con el gen clc1+, la deleción de apl3+ no 
era letal para las células de S. pombe.  
   Para detectar posibles defectos morfológicos o de crecimiento en el mutante apl3∆ se 
realizaron fotografías de contraste de fases de muestras de cultivos de apl3∆ que se incubaron 
en diferentes medios de cultivo (medio rico YES y medio mínimo) y a diferentes temperatu-
ras (17°C, 28°C, 32°C y 37°C). En ninguna de las condiciones observadas se encontraron de-
fectos morfológicos ni de crecimiento al comparar las células del mutante apl3∆ con las de 
una estirpe silvestre (resultados no mostrados). 
   A continuación se procedió a analizar el papel de Apl3p en los distintos procesos im-





Figura 40. El complejo AP-2 es inestable en ausencia de alguna de sus subunidades mayores (α y β). Loca-
lización de las proteínas de fusión Apl3-GFP y Apl1-GFP en una estirpe silvestre y en los mutantes apl1∆ y 
apl3∆ respectivamente. Proyecciones máximas de planos adquiridos en series z con un sistema de microscop-
ía DeltaVision.  
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15.1. La ausencia de Apl3p podría afectar a la distribución de las vesículas de clatrina 
   En primer lugar se analizó cómo se distribuía la clatrina en las células carentes del 
adaptador AP-2. Para ello se observó la proteína Clc1-GFP en el mutante de deleción de apl3+ 
y se vio que ésta se distribuía en puntos dispersos por el citoplasma, al igual que en una estir-
pe silvestre. No obstante, en algunas células de la población mutante se pudo apreciar cómo 
algunos puntos de la señal de Clc1-GFP se localizaban de forma más nítida en zonas próxi-
mas a la membrana plasmática de los sitios activos de endocitosis (polos y zona del septo). 
En la Figura 41 se muestran dos ejemplos de células del mutante apl3∆ donde se observa la 
localización de la proteína de fusión Clc1-GFP y se compara con la vista en una estirpe silves-
tre. En la fotografía de apl3∆ situada a la izquierda (imagen b) se muestra la localización de 
Clc1-GFP más común observada en las células de la estirpe mutante. La fotografía de la dere-
cha (imagen c) muestra una célula en la que se puede apreciar la acumulación de clatrina jun-
to a la superficie celular (regiones señaladas con flechas). En otras células sólo 2 ó 3 puntos 
de Clc1-GFP se localizan en la periferia celular (resultado no mostrado). Clc1-GFP sólo se 
observa de forma nítida próxima a la membrana plasmática en una estirpe silvestre si ésta se 
ha sometido a un tratamiento con la droga Brefeldina A, tal y como se muestra en la Figura 
12A. Por otra parte, esta acumulación de vesículas de clatrina en la membrana plasmática 
también pudo observarse en el mutante end4∆ (Figura 12B panel situado a la izquierda), se-
guramente como consecuencia de los graves problemas de esta estirpe en el proceso de endo-
citosis.  
   Estas diferencias en la localización de Clc1-GFP entre algunas células de la población 
del mutante apl3∆ y el silvestre nos llevaron a pensar que la ausencia de AP-2 podría estar 
afectando, en cierta medida, al comportamiento de las vesículas de clatrina.  
Figura 41. La distribución de Clc1-GFP es ligeramente diferente en el mutante apl3∆. Localización de la 
proteína de fusión Clc1-GFP en una estirpe silvestre y en un mutante apl3∆. La imagen a corresponde a la 
localización de la proteína de fusión en una estirpe silvestre, mientras que las imágenes b y c muestran la 
distribución de Clc1-GFP en la estirpe mutante apl3∆. La célula de la fotografía b es un ejemplo de la dis-
tribución más común de la clatrina observada en apl3∆. La célula de la fotografía c es un ejemplo del tipo 
de células que muestran señal de Clc1-GFP en la superficie de la célula; las flechas indican la localización 
de Clc1-GFP en los polos celulares. Las imágenes son proyecciones máximas adquiridas con un sistema 
de microscopía DeltaVision. 
a b c 
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15.2. El proceso general de endocitosis no parece afectarse por la ausencia de Apl3p 
   Posteriormente, se analizó la incorporación y el transporte del colorante FM4-64 en las 
células del mutante apl3∆ y se comparó con las de una cepa silvestre que portaban la proteína 
Sad1-GFP (de manera que las células presentan un punto verde fluorescente en su interior). 
Para que las condiciones experimentales fueran lo más parecidas posibles la tinción se realizó 
en cultivos mixtos de células silvestres y mutantes. Como se muestra en la Figura 42A, las 
células del mutante apl3∆ (carentes del punto verde fluorescente) no mostraban diferencias 
apreciables con las células silvestres en la tinción de la membrana plasmática (0´), transporte 
por la ruta endosomal (2´), e incorporación del colorante a la membrana vacuolar (30´).  
  
 





FIGURA 42. El mutante apl3∆ no presenta defectos apreciables en el proceso de endocitosis. A. Incorpora-
ción del colorante FM4-64 en cultivos mixtos de células silvestres que poseen la proteína Sad1-GFP (células 
con un punto verde fluorescente) y células del mutante apl3∆, cultivadas en medio YES. Las células se tiñe-
ron con el colorante y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubación a 32°C. B. Tinción 
con el colorante Lucifer Yellow en cultivos mixtos de células de una cepa silvestre que portaba la proteína de 
fusión Cut11-RFP (células con la membrana nuclear marcada en rojo), y del mutante apl3∆. C. Ensayo de 
crecimiento donde 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de 
YES y YES suplementado con el análogo de L-prolina, ácido L-azetidina-2-carboxílico (AZC), a una concen-






Además de utilizarse el colorante FM4-64 para analizar el proceso de endocitosis de pro-
teínas asociadas a la membrana plasmática, se estudió la incorporación del colorante Lucifer 
Yellow, que permite valorar la eficiencia de la endocitosis de fase fluida. La tinción con este 
colorante se realizó en cultivos mixtos de células silvestres que portaban la proteína de fusión 
Cut11-RFP, que marca la periferia nuclear, y del mutante apl3∆. El motivo por el cual se ha 
realizado el ensayo en cultivos mixtos es porque esta estrategia permite detectar pequeñas 
diferencias en la incorporación del colorante sin que éstas se deban a variaciones experimen-
tales. En la Figura 42B se puede observar cómo no existían diferencias apreciables entre las 
células silvestres (con la periferia nuclear marcada en rojo) y las células mutantes, ya que tras 
90 minutos de incubación en presencia del colorante ambas estirpes tenían las vacuolas teñi-
das.  
   Por otra parte se analizó el crecimiento de apl3∆ en presencia de L-azetidin-2-
carboxílico (AZC), que como ya se ha explicado con anterioridad es un compuesto tóxico 
análogo al aminoácido L-prolina. Tal y como se aprecia en la Figura 42C, al realizar este ex-
perimento se comprobó que el mutante apl3∆ no era sensible a este compuesto. Este resultado 
indicaba que la ausencia del adaptador AP-2 no producía defectos apreciables en la endocito-
sis del transportador de L-prolina. 
   Todos estos datos sugerían que, en principio, en S. pombe el proceso de endocitosis no 
parecía verse afectado por la ausencia del complejo adaptador de clatrina AP-2, al igual que 
se ha descrito en S. cerevisiae. 
15.3. El complejo AP-2 es necesario para que el proceso de endocitosis sea plenamente efi-
ciente 
   El hecho de no haber encontrado defectos aparentes en la endocitosis no eximía a AP-2 
de influir en el proceso ya que éste podría estar jugando un papel muy sutil. Para estudiar 
esta posibilidad se analizó el efecto que generaba sobre la internalización de material de 
membrana plasmática la disminución de la cantidad de Clc1p, junto con la ausencia de 
Apl3p. Para ello se realizó el ensayo de incorporación del colorante FM4-64 en el mutante 
doble 41XHAclc1 apl3∆ y como control se utilizó la cepa mutante 41XHAclc1 que portaba la 
proteína Sad1-GFP (de manera que las células tienen un punto verde fluorescente en su inter-
ior). Este experimento se realizó en cultivos mixtos de las dos estirpes, donde se compararon 
ambos mutantes en condiciones en las que la expresión del gen clc1+ no estaba reprimida, o 
bien se había reprimido durante 3 horas. Como se puede apreciar en la Figura 43, en condi-
ciones en las que el gen clc1+ no estaba reprimido (-T) las células del mutante simple y las del 
mutante doble incorporaban el colorante a la membrana plasmática (tiempo 0´). Sin embargo, 
tras 2 minutos en presencia del colorante se observó que existía cierto retraso en la entrada 
de éste a las células del mutante doble al compararlo con la estirpe 41XHAclc1 (células marca-
das con un punto verde correspondiente a Sad1-GFP) ya que mientras que la estirpe 
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41XHAclc1 presentaba bastantes endosomas marcados en el interior de las células, en el mu-
tante doble esto no ocurría. No obstante, a los 30-40 minutos de incubación a 32°C en presen-
cia del colorante lipofílico ambas cepas mostraban marcadas la superficie de sus vacuolas. 
Cuando este mismo experimento se llevó a cabo en cultivos mixtos que se habían incubado 
durante 3 horas en presencia de tiamina (condiciones de represión del gen clc1+, reducción 
del 80% de la cantidad de clatrina) se pudo observar más claramente el retraso en la toma del 
colorante en las células que carecían de Apl3p y tenían una cantidad reducida de clatrina. A 
los 30-40 minutos de incubación en presencia del FM4-64 las células del mutante 41XHAclc1 
presentaban endosomas y bastantes vacuolas marcadas, mientras que la mayoría de las célu-
las del mutante doble solamente presentaban teñida la membrana plasmática (Figura 43, fo-
tografía inferior derecha). Este resultado, añadido al mostrado en la Figura 35A, donde se 
observaba que sólo existía un retraso significativo de la internalización del FM4-64 cuando la 
estirpe mutante 41XHAclc1 estaba sometida a 6 horas de represión del gen clc1+ en compara-
ción con una estirpe silvestre, demostraba que la presencia del complejo adaptador AP-2 es 
necesaria para que la endocitosis de este colorante sea totalmente eficiente, sobre todo en los 
casos en los que las células se ven comprometidas por un descenso de clatrina. 
   Con todos estos datos se puede llegar a la conclusión de que si bien AP-2 por si solo no 
parece tener mucha relevancia en la endocitosis, sí es necesario para que este proceso sea ple-
namente eficiente. 
FIGURA 43. El mutante doble 41XHAclc1 apl3∆ presenta retraso en la toma de FM4-64 respecto al mutan-
te 41XHAclc1. Incorporación del colorante FM4-64 en cultivos mixtos de células del mutante 41XHAclc1 que 
poseen la proteína Sad1-GFP (células con el punto verde fluorescente) y células del mutante doble 
41XHAclc1 apl3∆, cultivadas en medio mínimo sin tiamina (-T) y con tiamina (+T) durante 3 horas. Las célu-
las se tiñeron con el colorante y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubación a 32°C. 
Las imágenes son planos medios adquiridos con un sistema de microscopía DeltaVision. 
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15.4. La falta de Apl3p no afecta a la secreción general en S. pombe 
   Aunque en otros organismos el complejo AP-2 no tiene un papel descrito en exocitosis 
se decidió analizar la secreción de la enzima fosfatasa ácida para valorar un posible defecto 
en este proceso, ya que por lo que habíamos observado, en S. pombe este adaptador no tenía 
una función esencial en la endocitosis. Además del mutante apl3∆ se analizó una estirpe sil-
vestre, el mutante condicional de clc1+ que no presentaba defecto en la secreción de esta enzi-
ma, y el mutante rho3∆ que sí presentaba defectos en este proceso. Tras realizar este ensayo 
un mínimo de cinco veces (del mismo modo que se llevó a cabo para los mutantes de clc1+), 
se llegó a la conclusión de que el mutante apl3∆ no poseía defectos en la secreción de la enzi-
ma fosfatasa ácida. Cuando se analizó el efecto de la deleción de apl3+ en la secreción hacia la 
superficie de la carboxipeptidasa Y (Cpy1p) tampoco se observó señal alguna de esta proteí-
na en los ensayos de Dot-blot realizados (resultados no mostrados). 
   En resumen, ninguna de las aproximaciones realizadas determinaron un problema en 
secreción debido a la ausencia de apl3+. 
15.5. La morfología y las propiedades de las vacuolas no se ven afectadas por la ausencia 
de apl3+ 
   Otro aspecto relacionado con el tráfico vesicular que se valoró a la hora de caracterizar 
el mutante del complejo adaptador AP-2 fue si la ausencia de Apl3p podría afectar a la mor-
fología o a las propiedades de las vacuolas. Mediante la tinción de estos orgánulos con el co-
lorante CDCFDA se observó que ni su tamaño, ni su morfología parecían verse afectados 
(resultado no mostrado). Posteriormente se analizó la capacidad de fusión de las vacuolas 
sometiéndolas a un choque hipo-osmótico, pasando las células de su medio de cultivo habi-
tual (medio rico YES) a agua durante 90 minutos. Al cuantificar el porcentaje de vacuolas fu-
sionadas en la estirpe silvestre y en la mutante, se pudo observar que ambas presentaban va-
lores similares (entre el 80 y el 90% de las células tenían sus vacuolas fusionadas), lo que su-
gería que no existían problemas en la fusión homotípica de vacuolas en la estirpe apl3∆. 
15.6. Apl3p y su relación con la pared celular 
15.6.1. La distribución de la pared celular no presenta defectos aparentes en el mutante apl3∆  
   Al haber comprobado que la pared celular es uno de los primeros elementos morfo-
genéticos que se afectan por una disminución de la cantidad de clatrina en la célula, quisimos 
analizar si la ausencia de AP-2 generaba algún tipo de defecto en esta estructura celular. En 
primer lugar se realizó una tinción con el colorante Hoechst 33258 en células del mutante de 
apl3+ incubadas en medio rico YES a 28°C. Como se puede observar en las fotografías de la 
Figura 44, no se apreció ningún tipo de defecto en la distribución de la pared celular al com-
parar las células de la estirpe apl3∆ con las de una cepa silvestre. Para verificar estos resulta-
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dos se realizó una tinción con el colorante específico de pared Calcofluor White, que corro-
boró la ausencia de defectos aparentes en la pared celular de este mutante (dato no mostra-
do). La tinción con Hoechst 33258 también permitió observar que la segregación de núcleos 
no estaba afectada en el mutante apl3∆. 
15.6.2. La ausencia de Apl3p provoca una disminución de la actividad β-glucán sintasa in 
vitro 
   Como se ha mostrado anteriormente, hemos probado una relación directa entre el 
transporte de las enzimas relacionadas con la síntesis de la pared celular y la clatrina. Por ese 
motivo quisimos analizar si existía una relación entre el complejo AP-2 y las β(1,3)glucán sin-
tasas.  
   Aunque los resultados obtenidos al realizar la tinción de las células de la cepa mutante 
con Hoechst y Calcofluor no parecían indicar que hubiese defectos aparentes en la síntesis de 
la pared celular, llevamos a cabo el análisis de la actividad β(1,3)glucán sintasa in vitro en la 
cepa mutante del complejo adaptador AP-2. Esta actividad se valoró en una cepa silvestre, en 
el mutante apl3∆ y en la estirpe end4∆, como estirpe control que posee defectos en endocito-
sis. Todas las estirpes se cultivaron en medio rico (YES) a una temperatura de 28°C. Como se 
muestra en la Figura 45A, se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la 
actividad específica de la estirpe silvestre y la del mutante apl3∆, la cual estaba reducida has-
ta el 79,8%. En el mutante end4∆, defectivo en el proceso de endocitosis, la actividad β(1,3)
glucán sintasa fue mucho mayor a la de la estirpe silvestre, como ya se había podido compro-
bar en los experimentos realizados con los mutantes de clc1+. La tendencia de los datos obte-




FIGURA 44. Distribución de la pared 
celular del mutante apl3∆. Células de 
una estirpe silvestre y del mutante apl3∆ 
incubadas en medio rico YES a 28°C y 
teñidas con Hoechst 33528. Imágenes 
tomadas con un microscopio de fluores-




15.6.3. Sensibilidad del mutante apl3∆ a antifúngicos que inhiben la síntesis de β-glucano 
   La Caspofungina es un antifúngico perteneciente a la familia de las equinocandinas 
que inhibe la síntesis del β(1,3)glucano y afecta a la integridad de la pared celular. Emplea-
mos esta droga para analizar si el mutante apl3∆ tenía problemas en la síntesis de β(1,3)
glucano que afectasen a la composición de la pared celular. Para ello se realizaron ensayos de 
crecimiento en los que se inocularon 3x104 células en diluciones seriadas 1:4 de una cepa sil-
vestre, del mutante apl3∆, de la estirpe cwg1-1 (que es un mutante puntual de la enzima 
Bgs4p y posee problemas en la síntesis del β(1,3)glucano) y del mutante doble apl3∆ cwg1-1, 
sobre placas de medio YES suplementado con diferentes concentraciones de Caspofungina 
(0,0 μg/ml; 0,75 μg/ml 1,5 μg/ml; 2,0 μg/ml; 3,0 μg/ml; 4,0 μg/ml y 5,0 μg/ml) que se incu-
baron durante 3 días a 32°C. En estas condiciones encontramos que tanto las cepas cwg1-1 
como apl3∆ cwg1-1 eran más sensibles que la cepa silvestre a 1,5 μg/ml de Caspofungina. 
Ambas estirpes eran igual de sensibles, y a partir de una concentración de 2 μg/ml ya no 
eran capaces de crecer. En esas mismas condiciones el mutante apl3∆ crecía al mismo nivel 
que la estirpe silvestre y no fue hasta que se incubó en placas con una concentración de          
5 μg/ml de Caspofungina, cuando se apreció que apl3∆ era levemente más sensible que la 
cepa silvestre (Figura 45B). 
   Estos resultados sugerían que la composición de la pared celular del mutante apl3∆ 
podía estar alterada, probablemente debido a defectos en β-glucano, aunque éstos no incre-
mentaban los problemas observados en la cepa cwg1-1.  
15.6.4. Sensibilidad del mutante apl3∆ a la digestión por glucanasas 
   El tratamiento con glucanasas se emplea para valorar a grosso modo en qué estado se 
encuentra la pared celular. En S. pombe, la sensibilidad a estas enzimas puede deberse a di-
versos motivos que comprenden desde una reducción en la cantidad de glucano, hasta a un 
incremento en la permeabilidad de la pared celular. La sensibilidad a la degradación enzimá-
tica puede utilizarse para corroborar otros resultados que sugieren una pared celular defec-
tuosa (Perez & Ribas, 2004).  
   Este experimento se realizó utilizando la glucanasa Zimoliasa 100T que principalmente 
degrada el β(1,3)glucano y el galactomanano de la pared celular (Perez & Ribas, 2004). Las 
cepas empleadas para realizar este ensayo fueron una estirpe silvestre y los mutantes apl3∆, 
cwg1-1 y apl3∆ cwg1-1. Las células analizadas procedían de cultivos incubados en medio YES 
a una temperatura de 28°C. Posteriormente las células se cultivaron en tampón 50 mM citrato





   Como se muestra en la Figura 45C, las tres estirpes mutantes presentaban una sensibi-
lidad a Zimoliasa 100T mucho mayor que la cepa silvestre. En todos los experimentos reali-
zados, el mutante apl3∆ fue el que presentó una mayor sensibilidad, siendo el comportamien-
to de las cepas cwg1-1 y apl3∆ cwg1-1 ligeramente variable de experimento a experimento. 
Estos resultados indicaban que en el mutante apl3∆ existía un defecto en la composición y/o 




FIGURA 45. El mutante apl3∆ posee diferentes defectos en la síntesis del β(1,3)glucano. A. Actividad        
β(1,3)glucán sintasa in vitro de células silvestres, de apl3∆ y end4∆ incubadas en medio YES a 28°C. El experi-
mento se realizó 5 veces con duplicados. En la gráfica se indican los valores medios, las desviaciones están-
dar y la significación estadística de la diferencia entre cepas (*, p<0.05. Test t-Student) B. Ensayo de creci-
miento donde 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES 
y YES suplementado con las cantidades indicadas de Caspofungina. Las placas se incubaron durante 3 días a 
32°C. C. Densidades ópticas (D.O.) de suspensiones celulares de las estirpes indicadas, cultivadas en medio 
YES a 28°C. Las células se incubaron en presencia de la cantidad indicada de Zimoliasa 100T; se valoró la 
D.O.600nm de las muestras que se fueron recogiendo cada 30 minutos. El experimento se realizó cinco veces y 
la tendencia de los datos fue la misma en todos los casos. La gráfica muestra los valores medios para cada 
punto y sus desviaciones estándar. 
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15.6.5. Distribución de las enzimas β-glucán sintasa 
    Tal y como se ha explicado en la “Introducción” y en apartados anteriores de esta mis-
ma sección, Bgs1p es una β-glucán sintasa necesaria para la síntesis del β-glucano lineal, y 
Bgs4 es la responsable de la mayoría de la actividad β-glucán sintasa detectada in vitro. Am-
bas son proteínas de gran tamaño con diversos motivos transmembranales que, en una cepa 
silvestre, se localizan en la zona de síntesis del septo, en los polos celulares y en vesículas 
intracelulares (Ishiguro et al, 1997; Cortes et al, 2002, 2007). Para conocer si la disminución de 
la actividad βGS estaba asociada a algún tipo de defecto en la localización de las enzimas       
β(1,3)glucán sintasa se analizó la localización de éstas en la estirpe mutante apl3∆ y se com-
paró con la de una estirpe silvestre. Como se observa en la Figura 46A, la distribución de las 




FIGURA 46. La localización de las         
β(1,3)glucán sintasa Bgs1p y Bgs4p, y 
de la subunidad reguladora Rho1p pa-
rece no alterarse en el mutante apl3∆. 
A. Distribución de las proteínas de fu-
sión GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 en células de 
una cepa silvestre y del mutante apl3∆ 
cultivadas en medio rico YES. B. Locali-
zación de la proteína de fusión GFP-
Rho1 en las cepas anteriormente citadas. 
Las imágenes de A y B están adquiridas 
con microscopio de fluorescencia con-





15.6.6. Localización de Rho1p en el mutante apl3∆ 
   El hecho de que la actividad β-glucán sintasa estuviese reducida en la estirpe mutante 
apl3∆ pero que ésta no tuviese defectos en la localización de las enzimas Bgs, llevó a pensar 
que quizás la subunidad activadora de estas enzimas, Rho1p, no estaba llevando a cabo su 
función correctamente. Cuando se observó la localización de la proteína GFP-Rho1 en el mu-
tante apl3∆ se vio que ésta era muy similar a la estirpe silvestre (Figura 46B). Esto parecía in-
dicar que el defecto en la actividad β(1,3)glucán sintasa no se debía a un defecto aparente en 
la distribución del activador de las enzimas β(1,3)glucán sintasa.  
15.6.7. Apl3p podría estar formando parte de las vesículas que portan las enzimas β-glucán 
sintasa 
   Aunque la distribución de Bgs1p y Bgs4p no parecía estar alterada significativamente 
en el mutante apl3∆, quisimos averiguar si estas enzimas podrían ser cargos de las vesículas 
de transporte en las que el complejo AP-2 actuaba como adaptador. 
   Para ello se llevó a cabo la cuantificación de la co-localización de la proteína de fusión 
Apl3-GFP con respecto a la proteína To-Bgs1 en células de una estirpe silvestre que portaba 
ambas construcciones. Como se muestra en la gráfica situada a la izquierda en la Figura 47A, 
el 70% de los puntos de Apl3-GFP presentes en la superficie celular (septo y polos) co-
localizaban con To-Bgs1. Este porcentaje era de un 18% en el interior celular, debido a que en 
condiciones normales de incubación la cantidad de vesículas de Bgs1p en el interior celular 
es bastante baja. Al cuantificar la cantidad de puntos de To-Bgs1 que co-localizaban con pun-
tos de Apl3-GFP, el porcentaje disminuía en la superficie celular hasta el 47% y en el citoplas-
ma hasta el 5% (gráfica situada a la derecha en la Figura 47A). Esto se debía a que el número 
de puntos de To-Bgs1 presentes en las células era mayor que el de Apl3-GFP. Para realizar 
este experimento se cuantificó la co-localización de ambas proteínas en un mínimo de 100 
células (ejemplos de las células analizadas mostrados en el panel inferior de la Figura 47A). 
   Por otra parte, se realizó un ensayo de co-inmunoprecipitación entre las proteínas 
Apl3p y Bgs1p (ver “Materiales y métodos”). Los extractos celulares procedentes de una cepa 
silvestre (en la que ninguna de las proteínas a estudio estaba marcada) y de las cepas que 
portaban las proteínas de fusión Apl3-HA, GFP-Bgs1, o ambas se incubaron en presencia del 
anticuerpo monoclonal anti-GFP. Tras realizar la inmunoprecipitación se realizaron ensayos 
de Western blot empleando anticuerpos anti-GFP o anti-HA para detectar la presencia de 
Bgs1p o Apl3p en los inmunoprecipitados y en los extractos celulares. Como se puede obser-
var en la Figura 47B, Apl3-HA se detectó en los inmunoprecipitados procedentes de la cepa 
que portaba ambas proteínas marcadas, pero no en los procedentes de las estirpes empleadas 
como controles. Este resultado indicaría que ambas proteínas podían estar interaccionando 
de forma directa o indirecta, por lo que Bgs1p podría ser un “cargo” de las vesículas cubier-
tas por clatrina en las que AP-2 actuaría como adaptador. 
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   Los resultados obtenidos sugerían que AP-2 podía estar interviniendo en el transporte 
de la β(1,3)glucán sintasa Bgs1p, o al menos en su reclutamiento en la membrana plasmática. 
Respecto a Bgs4p, los resultados obtenidos hasta el momento no han sido concluyentes por lo 
que no se han recogido en esta memoria. 
 
 
FIGURA 47. Apl3p co-localiza y co-inmunoprecipita con Bgs1p. A. La gráfica situada a la izquierda repre-
senta el porcentaje de puntos de Apl3-GFP que co-localizan con puntos de To-Bgs1 en células que expresan 
ambas proteínas. La gráfica situada a la derecha representa el porcentaje de puntos de To-Bgs1 que co-
localizan con puntos de Apl3-GFP en células que expresan ambas proteínas. El panel inferior muestra varios 
ejemplos de las micrografías analizadas para la cuantificación. Se analizaron un mínimo de 100 células para 
cada una de las cuantificaciones realizadas. Las imágenes son planos medios adquiridos con un sistema de 
microscopía DeltaVision. B. Ensayo de co-inmunoprecipitación donde extractos celulares de estirpes que 
expresan las proteínas de fusión GFP-Bgs1 y/o Apl3-HA se analizaron mediante Western blot. Se emplearon 
los anticuerpos monoclonales anti-GFP (α-GFP) o anti-HA (α-HA) para revelar el Western blot y el anticuer-




16. OTROS FENOTIPOS DEL MUTANTE apl3∆ 
   Además de los fenotipos descritos en el punto anterior se han encontrado otra serie de 
defectos en el mutante apl3∆ los cuales se detallan a continuación: 
16.1. Defectos en la membrana plasmática 
   El Miconazol es un derivado imidazólico que altera la membrana plasmática fúngica al 
inhibir la biosíntesis de ergosterol y de otros esteroles. Se realizaron ensayos de crecimiento 
de una estirpe silvestre y del mutante apl3∆ en placas de medio rico YES suplementadas con 
Miconazol a unas concentraciones de 1 μM y 1,25 μM. Estas placas se incubaron a 32°C du-
rante 2-3 días. Como se observa en la Figura 48A, el mutante apl3∆ presentaba cierta sensibi-
lidad con respecto a la estirpe silvestre. Recientemente se ha publicado que apl3∆ es sensible 
a Anfotericina B y resistente a Clotrimazol y Terbinafina que son compuestos que afectan a la 
biosíntesis del ergosterol (Fang et al, 2012). 
   Por otra parte, al realizar una tinción con el colorante Filipin (ver “Materiales y méto-
dos"), que en levaduras marca específicamente los esteroles de la membrana plasmática, se 
observó que en el mutante apl3∆ la región de los polos teñida por el colorante era levemente 
más amplia que la que se teñía en las células de una cepa silvestre (Figura 48B). 
   
 
 
FIGURA 48. El mutante apl3∆ 
podría tener defectos en la 
membrana plasmática. A. En-
sayo de crecimiento en el que 
3x104 células y diluciones se-
riadas 1:4 de las estirpes indi-
cadas se inocularon en placas 
YES y YES suplementado con 
Miconazol a concentraciones 
de 1,0 μM y 1,25 μM. Las pla-
cas se incubaron a 32°C duran-
te 2-3 días. B. Tinción de célu-
las de una estirpe silvestre y 
del mutante apl3∆ con el colo-
rante Filipin a una concentra-
ción final de 0,05 mg/ml. Las 
imágenes se adquirieron con 
un microscopio de fluorescen-
cia convencional. Barra de es-





 Todos estos datos estarían indicando que el mutante carente de apl3+ podría tener pro-
blemas en la organización y/o estructura de la membrana plasmática, que causaría distinta 
sensibilidad a compuestos que interfieren con la síntesis de esta estructura. 
16.2. Crecimiento en placas suplementadas con diferentes compuestos inductores de estrés 
   Para conocer la viabilidad de las células del mutante apl3∆ incubadas bajo diversas 
condiciones de estrés se analizó el crecimiento de ésta y otras cepas en placas de YES suple-
mentadas con diferentes concentraciones de KCl, MgCl2, cafeína, CdCl2, MnCl2 y CaCl2 (ver 
“Materiales y métodos”). En cada caso se tomaron 3x104 células de cultivos creciendo en fase 
logarítmica y se hicieron diluciones seriadas 1:4, que se inocularon sobre las placas corres-
pondientes y se incubaron durante 2-3 días a 32°C. 
   En estos experimentos se analizaron una cepa silvestre, el mutante apl3∆ y también el 
mutante apl1∆ para comprobar si ambos componentes de AP-2 presentaban en mismo com-
portamiento. También se empleó como control la cepa mutante cfh3∆, que es sensible a deter-
minadas condiciones de estrés y está relacionado con la endocitosis de la enzima Bgs1p 
(Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009), y el mutante doble apl3∆ cfh3∆.  
   En todos los casos analizados los mutantes apl3∆ y apl1∆ mostraron el mismo compor-
tamiento. Ambas cepas eran levemente sensibles a MgCl2 0,08 y 0,09 M, a CdCl2 75 μM y a 
MnCl2 3 y 4 mM, (aunque de un modo muy sutil en este último caso), eran hiper-resistentes 
en placas con altas concentraciones de CaCl2 (200 mM y 300 mM), y no mostraban diferencias 
con la estirpe silvestre cuando crecían en presencia de KCl y cafeína (Figura 49). 
   Al comprobar qué ocurría con los mutantes cfh3∆ y apl3∆ cfh3∆ se pudo ver que el mu-
tante doble apl3∆ cfh3∆ era más sensible a MgCl2, cafeína, CdCl2 y MnCl2 que la estirpe cfh3∆. 
Sin embargo era resistente altas concentraciones de CaCl2, aunque no tanto como lo eran los 
mutantes apl3∆ y apl1∆ (Figura 49). 
FIGURA 49. Análisis de la sensibilidad de apl3∆ al estrés. Ensayos de crecimiento donde 3x104 células y 
diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES y YES suplementado con los 
componentes indicados. Las placas se incubaron durante 3 días a 32°C. 
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16.3. Disminución de la viabilidad durante la fase estacionaria de crecimiento 
   A lo largo del análisis de los fenotipos del mutante apl3∆ observamos que las células 
de este mutante perdían viabilidad cuando los cultivos habían estado en fase estacionaria 
durante varios días. La falta de nutrientes en el medio es una condición que genera estrés a 
las células. Por este motivo se analizó en detalle la viabilidad de una cepa silvestre y del mu-
tante apl3∆ tras la fase estacionaria de crecimiento, ya que durante este período el crecimiento 
celular se detiene por agotamiento de alguno de los componentes del medio de cultivo, o por 
acumulación de inhibidores. Como control de este experimento se utilizó la cepa sty1∆, ca-
rente de la MAP quinasa responsable de la respuesta a estrés, que es sensible a las condicio-
nes de la fase estacionaria. Las cepas se incubaron durante 0, 1, 3, 5, 7 y 10 días a 32°C en me-
dio YES líquido (ver “Materiales y métodos”). Después de ese tiempo se hicieron diluciones 
seriadas (1:4) de los cultivos y se inocularon sobre placas de YES (que contenía un 3% de glu-
cosa). Las placas se incubaron durante 2-3 días a 32°C. En el panel superior de la Figura 50 se 
muestra la viabilidad de las distintas estirpes después de haber sido incubadas durante 0 y 5 
días en medio YES líquido que contenía un 3% de glucosa. Se puede observar cómo los mu-
tantes apl3∆ y sty1∆, a diferencia de lo que ocurría en la estirpe silvestre, eran incapaces de 
generar colonias después de haber sido cultivados durante 5 días en esas condiciones.  
   Se ha demostrado que el crecimiento de S. pombe en condiciones de restricción calórica 
(menor cantidad de glucosa en el medio) favorece la supervivencia de las células durante la 
fase estacionaria, y este efecto es totalmente dependiente de la activación de la ruta Sty1 
(Zuin et al, 2010). Por ese motivo realizamos el mismo experimento de viabilidad celular en 
fase estacionaria, pero esta vez utilizando YES líquido con glucosa al 1% como medio de cul-
tivo para realizar el ensayo de crecimiento en unas condiciones de restricción calórica. Las 
placas de YES donde se inocularon las diluciones seriadas de los distintos cultivos contenían 
en todos los casos un 3% de glucosa. 
FIGURA 50. La viabilidad en fase estacionaria de apl3∆ está reducida. Ensayos de crecimiento en los que 
3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES con 3% de 
glucosa. Paneles superiores, placas de YES donde las estirpes inoculadas se habían cultivado en YES líquido 
con 3% de glucosa durante los días indicados. Paneles inferiores, placas de YES donde las estirpes inocula-
das se habían cultivado en YES líquido con 1% de glucosa durante los días indicados. Todas las placas se 
incubaron durante 3 días a 32°C.  
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   Como se puede ver en el panel inferior de la Figura 50, al disminuir la cantidad de glu-
cosa en el medio, el mutante apl3∆ era capaz de generar colonias tras 5 días de cultivo en fase 
estacionaria a diferencia de lo que ocurría cuando se incubaba en un medio con mayor canti-
dad de glucosa. Este dato podría indicar que Apl3p lleva a cabo algún papel en los procesos 




Las vesículas de transporte recubiertas por clatrina están implicadas en la endocitosis 
de moléculas desde la membrana plasmática y en el transporte de proteínas desde la región 
trans-Golgi.  
Actualmente contamos con un amplio conocimiento del tráfico de membranas y pro-
teínas entre diferentes orgánulos de la célula que está mediado por vesículas cubiertas de 
clatrina. Esto es así debido a la información existente sobre la bioquímica, la estructura y las 
proteínas que interaccionan con esta envuelta, así como de las propiedades y características 
de las cadenas ligeras y pesadas que la constituyen. 
 Mediante el estudio de los efectos celulares causados por la ausencia de clatrina en 
diferentes organismos se han podido descubrir nuevas funciones de estas proteínas que van 
más allá de las relacionadas con el transporte vesicular como, por ejemplo, su implicación en 
las infecciones bacterianas o en la segregación cromosómica mediante su interacción con los 
microtúbulos (Cossart & Veiga, 2008; Calabia-Linares et al, 2012; Royle, 2011, 2012). 
En nuestro caso, nos hemos planteado como objetivo general de este trabajo profun-
dizar en el conocimiento del papel que juegan la clatrina y su complejo adaptador AP-2 en la 
morfología de las células eucariotas. Para ello hemos utilizando como modelo biológico la 
levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe. De manera más concreta, hemos analizado 
cómo estos elementos influyen en la regulación de la síntesis de la pared celular de este mi-
croorganismo.  
LA CLATRINA EN  S. pombe: PAPEL DE Clc1p 
En este trabajo hemos analizado el impacto que produce la disminución de la canti-
dad de clatrina en la morfogénesis de S. pombe. Para abordar esta cuestión hemos estudiado 
el papel que juega la proteína Clc1p en la biología de la levadura de fisión.  
Aunque la deleción del gen clc1+ resulta letal para las células, los mutantes clc1∆ son 
capaces de crecer si el medio de cultivo está estabilizado osmóticamente. Las células mutan-
tes clc1∆ incubadas en un medio suplementado con sorbitol presentan un crecimiento lento, 
tienen morfología aberrante, poseen defectos en el desarrollo sexual y, generalmente, son de 
mayor tamaño que las de una estirpe silvestre. En los mutantes clc1∆ y chc1∆ de S. cerevisiae y 
de D. discoideum se han observado fenotipos similares; no obstante, en ambos organismos los 
mutantes clc1∆ son viables en cualquiera de las condiciones analizadas, lo cual indica que la 
deleción de clc1+ es menos deletérea que la de chc1+. Esta diferencia con respecto a los reque-
rimientos de la cadena ligera de la clatrina en las distintas especies podría ser explicada por 
el hecho de que, por ejemplo, en D. discoideum la ausencia de la cadena ligera no afecta a la 
cantidad de cadena pesada existente en las células (Wang et al, 2003). En S. cerevisiae, la dele-
ción de CLC1 hace que disminuya la cantidad de Chc1p y, aunque los trisqueliones formados 
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bajo estas condiciones son inestables, siguen siendo funcionales de forma parcial ya que la 
sobrexpresión de CHC1 complementa algunos de los defectos observados en los mutantes 
clc1∆ (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997). 
En el caso de S. pombe, utilizando un mutante condicional que permite modular la 
cantidad de clatrina en las células, hemos podido comprobar que la proteína Chc1-GFP no se 
detecta tras 9 horas de represión del gen clc1+ (Figura 21B). Este dato sugiere que en la leva-
dura de fisión Clc1p es más importante para la estabilidad de Chc1p que en otros organis-
mos. También pone de manifiesto que los fenotipos causados por la ausencia o disminución 
de la cadena ligera de la clatrina en S. pombe son debidos a defectos en clatrina y no a funcio-
nes específicas de Clc1p independientes de Chc1p. Esto está sustentado por el hecho de que 
la sobrexpresión de chc1+ suprime algunos de los fenotipos observados en el mutante 
41XHAclc1. 
TRÁFICO VESICULAR EN LOS MUTANTES clc1: SECRECIÓN 
La disminución de un 40% de la cantidad total de clatrina presente en las células no 
causa defectos aparentes en la distribución de distintas proteínas que intervienen en los pro-
cesos de secreción en la célula. Este es el caso del complejo adaptador AP-1, que está implica-
do en el transporte de proteínas desde el TGN, los SNAREs Syb1p y Psy1p, que se localizan 
en diferentes tipos de vesículas de transporte y en la membrana plasmática receptora de las 
mismas (Gurunathan et al, 2002), e incluso en el exocisto (Figuras 31 y 32). 
También hemos comprobado que el mutante 41XHAclc1, incubado en condiciones en 
las que el gen clc1+ no está reprimido, no secreta al medio la carboxipeptidasa Cpy1p (Figura 
33B), sugiriendo este hecho que el tráfico de esta proteína a la vacuola se realiza correcta-
mente, incluso cuando existe una reducción del 40% en la cantidad de clatrina en las células. 
Este resultado es similar al encontrado en los mutantes chc1∆ y clc1∆ en S. cerevisiae (Payne et 
al, 1988; Chu et al, 1996). 
La secreción de la enzima fosfatasa ácida tampoco estaba afectada en ninguno de los 
mutantes de clc1+ utilizados en este estudio, lo que sugiere que la clatrina no es necesaria pa-
ra el transporte de esta enzima al exterior celular (Figuras 18 y 33A). En el caso de los mutan-
tes chc1∆ de S. cerevisiae y D. discoideum sucede lo mismo; ni la secreción de la enzima fosfata-
sa ácida, ni la de la invertasa parecen verse alteradas por la ausencia de clatrina (Payne & 






Únicamente hemos encontrado defectos en la secreción de la proteína Eng1p, una      
β(1,3)glucanasa necesaria para remodelación de la pared celular. Del mismo modo, el mu-
tante chc1∆ de D. discoideum presenta defectos en la secreción de α-manosidasa y β-
glicosidasa que son enzimas relacionadas con esta estructura (Ruscetti et al, 1994). 
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en otros organismos y refuerzan la 
idea de que la clatrina media solamente la secreción de determinadas proteínas.  
ENDOCITOSIS 
En lo que se refiere a cómo se ve afectado el proceso de endocitosis por la disminu-
ción o ausencia de Clc1p en las células, hemos podido observar que las células mutantes 
41XHAclc1, en condiciones en las que el gen clc1+ no está reprimido, presentan leves defectos 
en la localización del complejo AP-2 (Figura 34A). Éste es un complejo adaptador entre las 
moléculas que se van a endocitar y la clatrina. Estos defectos van aumentando ligeramente a 
medida que se disminuye la cantidad de Clc1p en las células, lo que indica que una disminu-
ción en la cantidad de clatrina afecta en cierto modo a la localización de las proteínas que van 
a formar parte de la envuelta de las vesículas endocíticas (Boettner et al, 2012; Weinberg & 
Drubin, 2012). Este hecho está de acuerdo con los resultados obtenidos en S. cerevisiae tras el 
análisis de la distribución de las proteínas Sla1p y Las17p (Kaksonen et al, 2005). 
De igual manera, una pequeña disminución en la cantidad de Clc1p produce defectos 
en la distribución de End4p, que permite la interacción de la clatrina con la actina; estas ano-
malías en la localización de la proteína se incrementan al disminuir la cantidad de Clc1p. Los 
defectos encontrados podrían ser una consecuencia general de la distribución anómala de las 
proteínas tempranas que forman la envuelta proteica, como hemos visto que ocurre en el ca-
so de Apl3p. Sin embargo, se sabe que en S. cerevisiae la cadena ligera de la clatrina interac-
ciona directamente con Sla2/End4p, regulando el reclutamiento de la actina en los parches 
endocíticos (Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011). En el mutante condicional 
41XHAclc1, los defectos observados en la distribución de End4p son mucho más notables 
cuando el mutante está sometido a tiempos largos de represión (Figura 34B). En estas condi-
ciones, la señal de End4-GFP se observa mayoritariamente en la superficie celular sugiriendo 
que la movilidad de esta proteína podría verse afectada por la reducción de la cantidad de 
Clc1p, tal y como sucede en la levadura de gemación.  
En resumen, la cadena ligera de la clatrina de S. pombe parece ser necesaria para el 
ensamblaje correcto de la maquinaria endocítica al igual que ocurre en otros organismos es-
tudiados. No obstante, es necesario que la disminución de clatrina en las células sea muy se-





Las alteraciones producidas en la formación de los sitios de endocitosis en los mutan-
tes chc1∆ y clc1∆ de S. cerevisiae probablemente explican la reducción en la endocitosis detec-
tada en estas cepas (Chu et al, 1996; Payne et al, 1988) hecho que también puede estar ocu-
rriendo en S. pombe. 
En S. pombe no se ha caracterizado la endocitosis mediada por clatrina de ningún re-
ceptor. Nosotros hemos analizado el efecto que provoca la ausencia de clc1+ sobre la interna-
lización general de material de membrana y la endocitosis de fase fluida mediante la toma de 
los colorantes FM4-64 y Lucifer Yellow. Los resultados obtenidos mostraron que existía una 
internalización del colorante FM4-64 en ausencia de clatrina, aunque con cierto retraso 
(Figura 17A, experimento realizado en medio suplementado con sorbitol). En estas mismas 
condiciones, sin embargo, no se pudo apreciar rastro de Lucifer Yellow en el interior de las 
células mutantes (Figura 17B). En S. cerevisiae se ha visto que el colorante Lucifer Yellow pue-
de internalizarse en las células cuando la actina está despolimerizada, simpre y cuando las 
células estén creciendo en presencia de sorbitol (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009). 
Esto no ocurre en el caso de la ausencia de clatrina en S. pombe, ya que hemos comprobado 
que la estabilización osmótica del medio no mejora la entrada del colorante en las células. 
Este resultado está de acuerdo con los obtenidos en el mutante chc1∆ de D. discoideum, donde 
la endocitosis de fase fluida está boqueada  (O’Halloran & Anderson, 1992; Ruscetti et al, 
1994). No obstante, la deleción de la cadena ligera en este organismo no afecta a la toma de 
dextrano (Wang et al, 2003), lo cual aporta una prueba más de la mayor relevancia que tiene 
Clc1p para la función de la clatrina en S. pombe. 
Por otra parte, cuando procedimos a analizar la incorporación del colorante FM4-64 
en el mutante condicional 41XHAclc1 cultivado en medios no estabilizados osmóticamente, 
se observó que ésta no se ve alterada cuando las células poseen aproximadamente un 40% 
menos de clatrina; sin embargo, en condiciones de represión (6 horas en presencia de tiami-
na), donde las células poseen menos del 10% de la cantidad de clatrina, el colorante entra en 
las células de manera muy ineficiente, marcando mayoriatariamente la membrana plasmática 
(Figura 35A). Estos resultados muestran que para que se lleve a cabo la internalización de 
material de membrana de forma efectiva se requiere la presencia de clatrina en las células.  
El hecho de que el colorante sea capaz de entrar en las células cuando existen niveles 
reducidos de clatrina podría explicarse si el FM4-64 fuese internalizado tanto por mecanis-
mos dependientes como independiente de clatrina. Se sabe que la clatrina en mamíferos no 
es totalmente esencial para la endocitosis y que existen mecanismos de endocitosis indepen-
dientes de estas vesículas (Sandvig et al, 2011). En la levadura de gemación se ha propuesto la 
existencia de un mecanismo de endocitosis independiente de clatrina y del complejo Arp2/3 
y dependiente de la GTPasa Rho1p y de la formina Bni1p (Prosser et al, 2011). Un balance 
entre los dos mecanismos podría ser suficiente para que se llevase a cabo la penetración del 
colorante en las células, es decir, no sería necesario que la totalidad de la clatrina estuviese 
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disponible, siempre y cuando el otro mecanismo de internalización estuviese funcionando 
correctamente. En S. pombe la ausencia de clatrina provoca muchos defectos entre los que se 
incluyen problemas de polaridad. Por este motivo, cuando el descenso de clatrina en las célu-
las es muy acusado podría verse afectada la localización de Rho1p en la membrana plasmáti-
ca, por lo que si existiese un mecanismo de endocitosis independiente de clatrina pero de-
pendiente de Rho1p, al igual que en S. cerevisiae, los diferentes mecanismos de internaliza-
ción de material de membrana en las células estarían afectados, haciendo prácticamente im-
posible la entrada del colorante. 
Con estos ensayos hemos comprobado que la clatrina es necesaria para que las célu-
las incorporen eficientemente el colorante FM4-64.  
Un hecho reseñable es que cuando analizamos la toma de FM4-64 en el mutante nulo 
clc1∆ éste es capaz de entrar en las células de forma más eficiente que en mutante condicional 
cultivado en condiciones de represión. Esta diferencia puede deberse a que el mutante clc1∆ 
se mantiene en un medio suplementado con sorbitol que podría favorecer la incorporación 
del colorante al interior celular (Figura 36).  
Estos datos indicarían que en S. pombe la estabilización de la presión osmótica entre 
las células y el medio de cultivo favorece la entrada del colorante de una forma independien-
te al tráfico dependiente de clatrina, de modo similar a lo que ocurre con la incorporación de 
Lucifer Yellow en S. cerevisiae cuando se elimina la actina polimerizada en las células 
(Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009). 
RELACIÓN DE LA CLATRINA CON LOS CITOESQUELETOS DE ACTINA 
Y TUBULINA  
En S. pombe la deleción de Clc1p provoca una reducción en el número de parches de 
actina. Éstos se deslocalizan y, en muchas ocasiones, adquieren un tamaño mayor que el ob-
servado en una cepa silvestre (Figura 14), al igual que ocurre en los mutantes chc1∆ y clc1∆ 
de S. cerevisiae (Henry et al, 2002). Utilizando el mutante condicional 41XHAclc1, corrobora-
mos que la disminución de clatrina en las células afecta directamente al número y a la distri-
bución de los parches de actina.  
Los agregados de actina observados en las células de los mutantes clc1 de S. pombe 
podrían deberse a alteraciones en la distribución de Sla2/End4p. Como ya se ha comentado, 
en otros organismos defectos en la proteína Sla2/Hip1R prolongan el tiempo de nucleación 
de la actina en los sitios de endocitosis, provocando su acumulación (Boettner et al, 2012; 
Weinberg & Drubin, 2012). De hecho, tal y como se ha explicado en el punto anterior, cuando 
se analizó la distribución de esta proteína a lo largo de la represión del gen clc1+ observamos 
que la señal de End4-GFP era más continua en la superficie celular a medida que la clatrina 
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iba disminuyendo en las células. Este fenotipo podría estar indicando una mayor estabilidad 
de la proteína en la membrana que favorecería la polimerización masiva de actina. Estos de-
fectos aparecían acompañados de una ligera alteración en la distribución de la proteína 
Arc5p, necesaria para la nucleación de los parches de actina (Pelham  Jr. et al, 2001). Al reali-
zar un breve tratamiento con Brefeldina A, en una cepa silvestre que portaba la proteína          
Arc5-GFP se pudo observar que la distribución de esta proteína no estaba afectada (resultado 
no mostrado). Este dato sugiere que su alteración y, posiblemente, la reducción del número 
de parches de actina, están directamente relacionadas con la disminución en la cantidad de 
clatrina en los sitios de endocitosis y que, por lo tanto, no es un efecto indirecto causado por 
problemas en el tráfico vesicular.  
El mutante condicional de clatrina, durante los diferentes tiempos de represión, tiene 
cables de actina largos e irregulares. Además esta cepa posee defectos significativos en la 
cantidad y en la distribución de la formina For3p (Figura 28). Se ha descrito que en S. cerevi-
siae existe un balance de la actina polimerizada entre los cables y los parches (Gao & Brets-
cher, 2008; Okada et al, 2006). Podríamos encontrar aquí la explicación de que el descenso en 
el número de parches de actina en la estirpe 41XHAclc1 no se tradujese en un descenso en la 
cantidad total de actina en las células, ya que los cables de actina podrían estar compuestos 
por más monómeros de actina. Además, los cables, no así los parches, son necesarios en la 
levadura de gemación para que se lleve a cabo correctamente la endocitosis independiente de 
clatrina y dependiente de Rho1p (Prosser et al, 2011). Teniendo en cuenta estos datos podría 
ser que el incremento en la longitud de los cables de actina en el mutante 41XHAclc1 se deba 
a un mecanismo compensatorio desarrollado en las células deficientes en clatrina para llegar 
a un nivel de endocitosis suficiente para el desarrollo de las células. Los cables de actina tam-
bién son necesarios para el movimiento de los parches hacia los sitios de crecimiento activo 
(Pelham  Jr. et al, 2001). De acuerdo con esto, la pérdida de polaridad de los parches de actina 
vista en los diferentes mutantes de clc1 podría ser atribuida, al menos en parte, a los defectos 
en los cables de actina.  
Estos defectos en los cables de actina, presumiblemente estarían originados por la 
distribución aberrante de la formina  For3p encargada de su síntesis. Sin embargo, el porqué 
de estas anomalías en la localización de esta proteína, incluso cuando la cantidad de clatrina 
está reducida un 40%, sería más difícil de justificar con los datos de que disponemos, pudien-
do existir varias explicaciones al respecto. La llegada de For3p a las zonas activas de creci-
miento no parece depender del tráfico mediado por vesículas, ya que tratamientos realizados 
con la droga Brefeldina A (que disrumpe el tráfico de membranas) no afectan a la localiza-
ción de la proteína (Martin & Chang, 2006). Por lo tanto, en principio, la disminución de la 
cantidad de clatrina en las células no afectaría directamente al transporte de For3p. No obs-
tante, tampoco está claro si For3p viaja a los polos celulares mediante transporte activo o di-
fusión pasiva de la proteína por el citoplasma (Martin & Chang, 2006). Otra posibilidad podr-
ía ser que la disminución de la cantidad de clatrina produjese defectos en la localización de 
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diferentes marcadores de polaridad necesarios para la correcta localización de For3p en la 
membrana plasmática, lo que también contribuiría a los defectos en polaridad vistos en las 
células. Esos posibles defectos podrían ser una consecuencia directa del tráfico dependiente 
de clatrina, ya que alguno de los marcadores podría viajar hacia los lugares de crecimiento 
activo en ese tipo de vesículas, o indirecta, ya que el descenso en la cantidad de clatrina podr-
ía estar afectando a la dinámica de los microtúbulos. 
No obstante, la ausencia de datos concretos al respecto, sólo nos permite formular 
distintas hipótesis, sin poder confirmar ninguna de ellas. 
En D. discoideum se ha observado que las células chc1∆ no son capaces de ensamblar 
correctamente los anillos contráctiles de actomiosina (CARs) lo que provoca serios problemas 
en el proceso de citocinesis (Niswonger & O’Halloran, 1997). Las células del mutante 
41XHAclc1 de S. pombe, analizado en condiciones de no represión, poseen anillos de actomio-
sina ensamblados y localizados correctamente en la mayoría de las células, aunque a medida 
que va disminuyendo la cantidad de clatrina una creciente parte de la población posee ani-
llos con defectos morfológicos. Este hecho parece indicar que en S. pombe la clatrina también 
influye en cierto modo en la estabilidad de los anillos de división, si bien la reducción de 
Clc1p en las células parece tener mayor efecto sobre los cables y los parches de actina que 
sobre los anillos contráctiles. Esta diferencia podría explicarse por la compleja estructura de 
los anillos. En estas estructuras hay gran cantidad de proteínas que contribuyen tanto a la 
estabilidad como a la funcionalidad, las cuales no tienen por qué verse afectadas directamen-
te por el descenso de clatrina en las células. No obstante, los defectos en la morfología de los 
anillos podrían deberse en parte a las anomalías encontradas en la formina For3p, ya que se 
ha descrito recientemente que ésta colabora con Cdc12p en el ensamblaje del anillo contráctil 
durante la citocinesis (Coffman et al, 2013). 
Por otra parte, no hemos detectado defectos aparentes en el número, distribución y 
morfología de los microtúbulos antes de las seis horas de represión del gen clc1+ (cuando la 
cantidad de clatrina en las células está muy disminuida). Esto ocurre de forma similar en D. 
discoideum donde las células chc1∆ poseen microtúbulos bien organizados (Wessels et al, 
2000). En mamíferos, sin embargo, se ha descrito que la clatrina interviene en la organización 
del cuerpo polar del huso, estableciendo la unión de los microtúbulos con las fibras del cine-
tocoro (Royle, 2012). Por el momento no se conoce que la clatrina ejerza un papel similar en 
levaduras, lo que podría indicar que ésta es una función de la clatrina no conservada en to-
dos los organismos. 
Todos nuestros resultados confirman que la clatrina es necesaria para la organización 
de las estructuras que contienen actina en la levadura de fisión, pero no parece jugar un pa-
pel determinante en la organización del citoesqueleto de tubulina. Las alteraciones encontra-
das en los distintos elementos del citoesqueleto podrían explicar en gran medida los defectos 
morfológicos vistos en las células carentes de clatrina.  
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SÍNTESIS DE LA PARED CELULAR Y VIABILIDAD DE LOS                      
MUTANTES clc1  
Una cuestión relevante que surge de los resultados obtenidos en este estudio es por 
qué la ausencia de clatrina es más perjudicial para S. pombe que para otros organismos. En la 
ameba D. discoideum el mutante chc1∆ es viable (Ruscetti et al, 1994) y en S. cerevisiae las dele-
ciones chc1∆ y chc1∆ clc1∆ son letales solamente cuando existen mutaciones en otros loci que 
comprometen el crecimiento celular (Lemmon & Jones, 1987; Munn et al, 1991). Una posible 
respuesta a esta diferencia podría residir en la composición de la pared celular de estos orga-
nismos, ya que D. discoideum no posee pared celular durante el crecimiento vegetativo, y en 
el caso de S. cerevisiae su pared celular está compuesta por β(1,3)glucano y quitina.  En este 
organismo se sabe que defectos en la síntesis del glucano activan mecanismos compensato-
rios que incrementan la cantidad de quitina para permitir la viabilidad celular (García-
Rodríguez et al, 2000; Valdivieso et al, 2000; Walker et al, 2008). S. pombe, a diferencia de S. 
cerevisiae, no posee cantidades detectables de quitina (Kreger, 1954; Horisberger et al, 1978) y 
su pared está constituida principalmente por polímeros de glucano, lo cual provoca que de-
fectos en la síntesis de glucano no puedan ser compensados y, por tanto, se  reduzca la viabi-
lidad celular (Ribas et al, 1991). 
El mutante de deleción clc1∆ posee graves defectos en la composición de la pared ce-
lular, en la actividad β(1,3)glucán sintasa, y en la distribución de las enzimas β(1,3)glucán 
sintasa (Figura 16). El añadir sorbitol al medio no estabiliza Clc1p ni Chc1p, y tampoco corri-
ge los defectos en la localización de Syb1p y For3p detectados en las células tras largo tiempo 
de represión (Figura 32 y resultados no mostrados). Por lo tanto, la explicación más plausible 
por la que el sorbitol es capaz de rescatar la letalidad de la mutación clc1∆ en S.pombe sería 
porque ésta se deba a defectos en la síntesis de la pared celular, y la estabilización osmótica 
del medio los atenuase  y no a que este compuesto subsane otros problemas celulares. 
Es posible que la síntesis de β(1,3)glucano también esté regulada por mecanismos de 
tráfico dependiente de clatrina en otros hongos. No obstante, en estos otros organismos, dife-
rentes mecanismos compensatorios podrían promover la síntesis de quitina y la construcción 
de una pared celular de “remediación”, que protegería a las células contra la lisis y permitiría 
la viabilidad de los mutantes defectivos en clatrina. 
TRÁFICO VESICULAR Y SÍNTESIS DE LA PARED CELULAR EN LOS     
MUTANTES clc1  
Las células 41XHAclc1 incubadas en condiciones en las que el gen clc1+ no está repri-
mido mostraban una reducción de la señal de las enzimas β-glucán sintasa en la superficie 
celular que estaba acompañada de una disminución significativa en la síntesis de glucano 
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(Figuras 23 y 24). Bajo estas mismas condiciones, los procesos generales de secreción y endo-
citosis no estaban significativamente afectados, por lo que puede asumirse que los defectos 
en la pared celular están causados por una alteración específica en la regulación de su bio-
síntesis por la clatrina y que no son una consecuencia secundaria de un defecto general en el 
tráfico vesicular. En cualquier caso, los defectos en la síntesis del β-glucano podrían ser debi-
dos a una disminución en la secreción y reciclaje de las enzimas implicadas en este proceso, o 
bien, a un incremento en la endocitosis de estas proteínas que haría que fuesen más inesta-
bles en la membrana plasmática. 
En S. pombe el bloqueo de la endocitosis, añadiendo Latrunculina A al medio de culti-
vo o delecionando el gen end4+, estabiliza la glucán sintasa Bgs1p en la superficie celular en 
condiciones de estrés osmótico (Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009). En nuestro estudio 
hemos encontrado que la actividad β(1,3)glucán sintasa medida in vitro de la estirpe end4∆, 
que presenta un serio bloqueo en la endocitosis, cultivada en condiciones estándar de labora-
torio, es extremadamente alta (Figuras 24 y 47). Estos datos indican que la actividad β(1,3)
glucán sintasa está regulada por endocitosis. 
Si el principal mecanismo de regulación de la síntesis de glucano a través de la clatri-
na fuese mediante la endocitosis de las enzimas responsables de la síntesis de este polímero, 
la actividad cuantificada en el mutante 41XHAclc1 debería ser mayor que la encontrada en la 
cepa control, al igual que ocurre en el mutante end4∆. Por el contrario, hemos encontrado que 
la actividad β(1,3)glucán sintasa era menor en la estirpe mutante que en la cepa control 
(Figura 24A). Además, comprobamos que en condiciones en las que el gen clc1+ estaba fuer-
temente reprimido (6 horas en presencia de tiamina), y existía un bloqueo significativo de la 
endocitosis (valorado mediante la toma del colorante FM4-64, Figura 32), la actividad βGS 
seguía disminuyendo. Así pues, aunque es posible que puedan existir mecanismos de endo-
citosis independientes de clatrina que se activen en el mutante 41XHAclc1 reprimido durante 
6 horas, y que afecten a la endocitosis de las enzimas Bgs, éstos tendrían que ser indepen-
dientes de End4p, ya que la actividad β(1,3)glucán sintasa en el mutante end4∆ es mucho ma-
yor que en una cepa silvestre.  
Por otra parte, hemos encontrado fuertes evidencias de que las alteraciones observa-
das en la pared celular son consecuencia directa de defectos específicos en la secreción de las 
enzimas encargadas de su síntesis y remodelación. 
Las células del mutante apm1∆ en S. pombe son sensibles a antifúngicos que inhiben la 
síntesis de la pared celular y exhiben una localización aberrante de Bgs1p (Yu et al, 2012; Kita 
et al, 2004). Al analizar la actividad β(1,3)glucán sintasa de esta estirpe hemos encontrado que 
es menor que la de una cepa silvestre. Como se ha indicado anteriormente, la actividad valo-
rada en la estirpe 41XHAclc1 incubada en condiciones en las que la expresión del gen clc1+ no 
está reprimido es inferior a la de la cepa control, pero superior a la del mutante apm1∆. Este 
resultado concuerda con el hecho de que la proteína Syb1-GFP esté correctamente localizada 
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en el mutante 41XHAclc1 pero no así en las células de apm1∆. De igual modo, también coinci-
de con la hipótesis de que la ausencia de un 40% de la clatrina no provoca una alteración 
completa del tráfico vesicular en las células. Al disminuir la cantidad de clatrina los valores 
de la actividad βGS siguen disminuyendo, acercándose a los valores del mutante apm1∆. Este 
hecho sugiere que la disminución de la actividad β(1,3)glucán sintasa se debe a problemas 
relacionados con el tráfico de las enzimas responsables de dicha actividad hacia la membrana 
plasmática. A esto podemos añadir que los análisis de FRAP y Western blot realizados indi-
can un retraso en el transporte de las β(1,3)glucán sintasas Bgs1p y Bgs4p hacia la membrana 
plasmática y problemas en la secreción de la endo-β(1,3)glucanasa Eng1p al espacio periplás-
mico.  
Todos estos datos son una fuerte evidencia de que la tasa de secreción de las enzimas 
necesarias para la síntesis y remodelación de la pared celular se reduce cuando disminuye la 
cantidad de clatrina en las células, incluso en condiciones en las que el tráfico vesicular no 
está afectado de una manera generalizada.  
Recientes trabajos dirigidos a caracterizar la función del complejo adaptador AP-1 
(Yu et al, 2012; Kita et al, 2004) han aportado información sobre la relación existente entre la 
maquinaria de secreción y la síntesis de la pared celular en S. pombe. Dado que en S. cerevisiae 
se han encontrado componentes del complejo AP-1, pero no clatrina, en vesículas del exóme-
ro (Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein et al, 2006), el hecho de que el mutante apm1∆ 
presente determinados fenotipos, no implica necesariamente que estos sean debidos en su 
totalidad a su defecto en clatrina. Por eso podría ser posible que ciertos fenotipos observados 
en el mutante apm1∆ de S. pombe sean más graves que los del mutante condicional 
41XHAclc1, incluso en condiciones en las que el gen clc1+ está reprimido. Sin embargo, nues-
tros resultados apoyan la idea de que el defecto en la localización de Bgs1p detectado en el 
mutante apm1∆ podría deberse a problemas en la ruta de secreción mediada por clatrina y 
AP-1. 
Como ya se ha explicado, el mutante 41XHAclc1 secreta la enzima fosfatasa al medio 
de forma correcta (Figura 36A) del mismo modo que lo hacen los mutantes chc1∆ de S. cerevi-
siae y D. discoideum, que secretan tanto la invertasa, como la fosfatasa ácida a niveles casi 
iguales a los de una cepa silvestre (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987; Ruscetti et al, 
1994). Por el contrario, la cepa chc1∆ de D. discoideum muestra defectos en la secreción de la α-
manosidasa y la β-glicosidasa (Ruscetti et al, 1994), dos enzimas implicadas en la síntesis de 
su pared celular, indicando que la ausencia de la clatrina sólo afectaría al transporte de  una 





Estos resultados apoyan la idea de que la clatrina puede ser requerida específicamen-
te, aunque probablemente no exclusivamente, para el correcto tráfico de enzimas necesarias 
para la síntesis y remodelación de la pared celular, ya que cuando la cantidad de Clc1p está 
reducida estas enzimas parecen estar parcialmente deslocalizadas en vesículas de secreción 
y/o en las vacuolas (Figuras 16 y 24).  
En S. cerevisiae se han descrito dos clases diferentes de vesículas de secreción denomi-
nadas de baja y alta densidad (Gurunathan et al, 2002). La ATPasa de membrana Pma1p, por 
un lado, y enzimas solubles como la invertasa, la fosfatasa ácida y las exoglucanasas por otro, 
se encontraron en vesículas diferentes. Se ha demostrado que la clatrina solamente es necesa-
ria para la biogénesis de las vesículas de alta densidad (Gurunathan et al, 2002) y también 
que un bloqueo en la endocitosis mediante la deleción del gen END4 no afecta a la formación 
de ninguna de ellas (Harsay & Bretscher, 1995).  
Teniendo en cuenta todos estos datos, y comparándolos con nuestros resultados, su-
gerimos que en S. pombe la clatrina podría ser prescindible para el transporte de algunas pro-
teínas solubles como la fosfatasa ácida y la carboxipeptidasa Cpy1p y, sin embargo, necesaria 
para la formación de vesículas que transportasen diferentes proteínas a la superficie celular, 
entre las que se incluirían las β-glucán sintasas y las endoglucanasas. 
En S. cerevisiae, los v- y t-SNAREs están presentes en ambos tipos de vesículas 
(Gurunathan et al, 2002); esta observación concuerda con los resultados mostrados en el mu-
tante 41XHAclc1 ya que en esta cepa las proteínas Syb1-GFP y GFP-Psy1 están correctamente 
localizadas incluso tras 6 horas de represión del gen clc1+ (Figura 32).  
Aunque S. cerevisiae y S. pombe son organismos alejados evolutivamente (Sipiczki, 
2000), hemos encontrado evidencias suficientes para asegurar que nuestros resultados coinci-
den con la hipótesis de que los mecanismos de secreción se desarrollaron de forma temprana 
en la evolución previa a la separación de estos organismos (Gurunathan et al, 2002) y por tan-
to estos procesos son muy similares. Sin embargo, al divergir los organismos, algunas funcio-
nes se han podido especializar debido a la distinta biología de ambas levaduras. 
RELACIÓN DE Clc1p CON LAS VACUOLAS  
Todos los mutantes clc1 analizados en este estudio presentan vacuolas de menor ta-
maño que las de la estirpe control, lo que seguramente se deba a los defectos observados en 
tráfico vesicular (Figuras 19 y 37). En estos mutantes probablemente exista un flujo deficiente 
de material de membrana desde la membrana plasmática y los orgánulos intracelulares hasta 




El descenso de clatrina en las células afecta tanto a la morfología como a las propieda-
des de las vacuolas. Mediante microscopía electrónica detectamos una abundancia de cuer-
pos multivesiculares (Figura 37) que sugieren defectos en  fusión con las vacuolas. Este hecho 
se corroboró cuando las células del mutante 41XHAclc1 se transfirieron a un medio hipotóni-
co, ya que muchas de las vacuolas eran incapaces de fusionarse. Así mismo, cuando se rea-
lizó una tinción con el colorante CDCFDA se observó que en muchas ocasiones las vacuolas 
no se teñían adecuadamente. Todos estos defectos mostraban cambios en las membranas de 
las vacuolas (Figura 38).   
Los mutantes chc1∆ de S. cerevisiae y D. discoideum presentan fenotipos similares a los 
que hemos visto en los mutantes clc1 de S. pombe. Poseen vacuolas de pequeño tamaño y en 
muchas ocasiones muestran cuerpos multivesiculares indicando problemas en la fusión de 
las membranas (Payne et al, 1987, 1988; O’Halloran & Anderson, 1992). 
Con estos datos se puede concluir que la ausencia de clatrina y los consecuentes de-
fectos causados en el tráfico vesicular de las células afectan gravemente a la biogénesis de las 
vacuolas en los diferentes organismos estudiados. 
RELACIÓN DE LA CADENA LIGERA DE LA CLATRINA CON LA MOR-
FOGÉNESIS EN  S. pombe  
Los mutantes de clc1+ que hemos estudiado presentan diferentes defectos en su mor-
fología. En el mutante condicional incubado en condiciones en las que la expresión del gen 
clc1+ no está reprimida, se puede apreciar un pequeño porcentaje de células que presentan 
septos de división engrosados en su zona central, porcentaje que va elevándose a medida 
que disminuye la cantidad de clatrina en la célula, siendo éste un rasgo característico de las 
células de la estirpe clc1∆ (Figuras 15 y 23). En S. pombe es frecuente observar un ligero en-
grosamiento en la región central de los septos de división justo después de que se éstos se 
hayan cerrado. Esto se debe a que los septos crecen de manera centrípeta hasta que se produ-
ce su cierre (Sipiczki & Bozsik, 2000). Los engrosamientos anormales observados en los sep-
tos de los mutantes clc1 sugieren que la síntesis de pared celular no concluye con el cierre del 
septo de división y que, durante algún tiempo, continúa depositándose material celular en 
esa región, quizás debido a un tráfico vesicular descontrolado. En los mutantes SLA2/END4 
de S. cerevisiae también se han observado septos engrosados, por lo que una explicación alter-
nativa para este fenotipo podría ser que existiese una reducción en la endocitosis de alguna 
proteína necesaria para el cierre del septo o para la fusión de las membranas. 
En el mutante condicional 41XHAclc1 no se han observado las células multiseptadas 
y con ramificaciones, ni los agregados celulares frecuentemente presentes en la población del 
mutante nulo clc1∆ (Figuras 14 y 15). Esto indicaría que esos fenotipos morfológicos están 
producidos por una acumulación de defectos, tanto en la síntesis de la pared celular, como en 
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el citoesqueleto de actina, debidos a que las células llevan largo tiempo creciendo en ausencia 
de clatrina. Probablemente, algunos de estos fenotipos son consecuencia de una separación 
celular ineficiente provocada por defectos en la estructura del septo, unida a una secreción 
defectuosa de la enzima Eng1p. 
En el mutante condicional 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clc1+ no está 
reprimido es posible observar células que, aunque están polarizadas, son de mayor tamaño 
que las células control y que además presentan ensanchamientos en alguno de sus polos o en 
la región central (Figura 23A). Estos defectos  se van incrementando a medida que va pasan-
do tiempo en condiciones de represión de clc1+. Este fenotipo podría explicarse también por 
el hecho de que estos mutantes posean una pared celular defectuosa, incapaz de soportar la 
presión de turgencia eficientemente, tal y como se ha descrito para otros mutantes (Ribas et 
al, 1991). En cuanto a lisis celular, ésta sólo se ha observado en el mutante condicional tras 
llevar más de 12 horas en presencia de tiamina y en el mutante nulo clc1∆, lo que también nos 
lleva a sugerir que dicha lisis es debida a la gran acumulación de defectos en las células ca-
rentes de clatrina. 
Vistos todos estos resultados, podemos asumir que una reducción parcial de Clc1p 
provoca problemas en la síntesis de la pared celular que van aumentando a medida que dis-
minuye la cantidad de clatrina en las células. La acumulación de estos defectos a lo largo del 
tiempo produce graves anormalidades en esta estructura que provocan serios defectos mor-
fológicos y hace que las células de S. pombe terminen por no poder soportar la presión inter-
na. 
A estos defectos en la pared celular hemos de añadir las alteraciones morfológicas de 
las células defectivas en clatrina que pueden deberse en gran medida a los problemas obser-
vados en el citoesqueleto de actina. Éstos favorecerían la pérdida parcial de la polaridad y la 
aparición de células hinchadas. También hemos visto que en el mutante condicional, bajo 
condiciones de represión, la localización del exocisto -un sistema de “amarre” de las vesícu-
las, que colabora con la actina en el mantenimiento de la polaridad- (Bendezu & Martin, 
2011) es defectuosa (Figura 31B). Por todo ello, es probable que la combinación de los defec-
tos en la síntesis de la pared celular con las anomalías en el exocisto y en el citoesqueleto de 








RELACIÓN DE Clc1p CON LA CONJUGACIÓN Y LA ESPORULACIÓN 
En el mutante nulo de la clatrina se han encontrado defectos durante la diferenciación 
sexual ya que las células h90 del mutante clc1∆ eran incapaces de conjugar y esporular eficien-
temente (Figura 20). Las células  presentaban graves defectos en la morfología de los shmoos, 
de los zigotos y también en el desarrollo de las esporas. Estos defectos eran bastante mayores 
en la cepa clc1∆ que en el mutante sla2/end4∆, quedando patente que la acumulación de de-
fectos no era sólamente debida a problemas relacionados con la endocitosis sino también con 
la secreción, y que éstos afectaban directamente a la morfología de las estructuras necesarias 
para el desarrollo sexual de S. pombe. 
 En S. cerevisiae Chc1p y Clc1p contribuyen al proceso de conjugación (Payne et al, 
1988; Chu et al, 1999). En D. discoideum, Chc1p y Clc1p son necesarias para desencadenar el 
programa de meiosis (O’Halloran & Anderson, 1992; Wang et al, 2003) y en Drosophila la cla-
trina resulta esencial para el proceso de gametogénesis (Bazinet et al, 1993). Hemos visto que 
en el mutante clc1∆ de S. pombe la mayoría de los procesos que conducen a la conjugación 
están alterados, lo que indicaría que la clatrina también juega un papel importante en el desa-
rrollo sexual de este organismo. No obstante, con los datos de que disponemos, no podemos 
dilucidar si los problemas observados se deben a la ausencia directa de la clatrina o a los de-
fectos morfológicos que se desarrollan por la falta de estas cubiertas proteicas, ya que este 
análisis no se ha realizado en el mutante condicional. 
En resumen, el análisis de los mutantes de S. pombe y la comparación de sus fenotipos 
con los de los mutantes de clatrina de S. cerevisiae y D. discoideum muestran que la cadena li-
gera de la clatrina tiene funciones similares en los organismos unicelulares. También hemos 
comprobado que algunas de estas funciones se mantienen incluso en organismos más com-
plejos. Sin embargo, una diferencia muy significativa con respecto al resto de especies anali-
zadas hasta el momento es que la cadena ligera de S. pombe es mucho más importante para la 
estabilidad de la clatrina, hecho que la hace esencial para la viabilidad celular. Del mismo 
modo, hemos comprobado que, la principal causa de la letalidad del mutante clc1∆ de S. pom-
be sea el papel que ejerce la clatrina en el tráfico de las enzimas encargadas de la síntesis y 
remodelación de la pared celular.  
EL COMPLEJO ADAPTADOR AP-2 EN S. pombe. CARACTERIZACIÓN DE 
LA PROTEÍNA Apl3p 
Como se ha podido comprobar, el transporte mediado por clatrina ha resultado ser 
un mecanismo importante de regulación de la síntesis de la pared celular. Así mismo, hemos 
observado que la ausencia de clatrina influye dramáticamente en multitud de procesos y ele-




Con el fin de profundizar en el conocimiento de la relación entre el transporte vesicu-
lar y la regulación de la síntesis de pared celular en S. pombe, decidimos estudiar el complejo 
adaptador AP-2.  
Para llevar a cabo este estudio, hemos clonado y comenzado a caracterizar el gen 
apl3+ de S. pombe, que codifica la proteína Apl3p correspondiente a la subunidad α del com-
plejo adaptador antes citado. Hemos constatado que este gen se expresa en la levadura de 
fisión y que codifica una proteína con un tamaño similar al descrito para otros organismos. 
En lo que se refiere a la localización de esta proteína hemos podido comprobar, mediante la 
observación de Apl3-GFP al microscopio de fluorescencia, que ésta se observa como una se-
rie de puntos fluorescentes distribuidos principalmente en la zona de los polos y del septo de 
división, aunque también se pueden apreciar en pequeñas vesículas dispersas en el interior 
de las células. 
En mamíferos, la subunidad α del complejo AP-2 es la encargada de interaccionar con 
las cabezas del lípido de membrana fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (Collins et al, 2002; Gai-
darov et al, 1996; Rohde et al, 2002; Reider & Wendland, 2011). Esta unión del adaptador a la 
membrana plasmática favorece la interacción de otras regiones del complejo con los cargos 
que están situados en esa zona de la membrana (Ohno et al, 1995; Owen & Evans, 1998). Por 
otra parte, también se ha visto que las subunidades β de los complejos AP-1, AP-2 interaccio-
nan con la clatrina en células animales (Yeung et al, 1999; Gallusser & Kirchhausen, 1993; 
Dell’Angelica et al, 1998; Boehm & Bonifacino, 2001). En S. cerevisiae sólo se ha podido esta-
blecer la existencia de interacción entre la subunidad β del complejo AP-1 y la clatrina 
(Yeung et al, 1999). En el caso de la levadura de fisión no se conoce información relativa a la 
interacción de AP-1 con la clatrina, aunque hay estudios al respecto que la presuponen (Kita 
et al, 2004; Ma et al, 2009; Yu et al, 2012) y, hasta el momento, tampoco existía  ningún tipo de 
información experimental relativa a la interacción del complejo AP-2 con la clatrina. Median-
te un ensayo de co-inmunoprecipitación hemos podido observar que Apl3p forma un com-
plejo con la clatrina, aunque no sabemos si su unión es directa o indirecta (Figura 40). Este 
dato sugiere que en la levadura de fisión el complejo AP-2 sí es capaz de interaccionar con la 
clatrina a diferencia de lo observado en S. cerevisiae, aunque el hecho de que pudiera hacerlo 
no tiene por qué descartar que la subunidad β del complejo (Apl1p), también lo hiciese.  
Una característica del complejo AP-2 de S. pombe, que se conserva en mamíferos y en 
S. cerevisiae, es el hecho de que la pérdida de cualquiera de las subunidades del complejo 
afecta drásticamente a la estabilidad de mismo [Figura 41; (Panek et al, 1997; Yeung et al, 
1999; Dell’Angelica et al, 1999)].  
Teniendo en cuenta todos estos datos, podemos asumir que la proteína Apl3p, que 




La ausencia de apl3+ no resultó ser letal para las células y no parecía afectar a la mor-
fología de éstas en ninguna de las condiciones de crecimiento analizadas. Este resultado es 
similar al encontrado en S. cerevisiae, donde la deleción de las subunidades de AP-2 no es le-
tal y provoca mínimos efectos sobre las células (Huang et al, 1999; Yeung et al, 1999). No obs-
tante, estos datos difieren de los resultados encontrados en metazoos, donde la deleción de 
los genes que codifican AP-2 resulta más deletérea en muchos casos (Mitsunari et al, 2005; 
González-Gaitán & Jäckle, 1997; Grant & Hirsh, 1999). 
Toda esta información sugiere que el complejo AP-2  lleva a cabo funciones más espe-
cializadas en eucariotas superiores que en levaduras. 
AP-2  Y SU PAPEL EN EL TRÁFICO VESICULAR DE S. pombe 
En algunas células del mutante apl3∆ hemos visto que las vesículas de clatrina se dis-
tribuyen de forma discreta en las zonas activas de crecimiento (Figura 42), hecho que rara 
vez se ha observado en una estirpe silvestre a no ser que las células se tratasen con Brefeldina 
A (Figuras 12A y 12B). Este fenotipo también se ha encontrado en la estirpe mutante end4∆, 
que posee serios problemas en la internalización de las vesículas de clatrina (Figura 12B, pa-
nel situado a la derecha), aunque era mucho más sutil en el mutante apl3∆. Este dato podría 
estar indicando que la ausencia de AP-2 en las células de S. pombe causa cierto retraso en la 
endocitosis, por el que se produciría la acumulación de vesículas endocíticas en la superficie 
celular, pero este defecto sería muy leve. De acuerdo con ello, el mutante apl3∆ no parece te-
ner afectado el tráfico de membranas de una forma notable, en comparación con lo que ocu-
rre en el mutante end4∆ (Iwaki et al, 2004; Castagnetti et al, 2005). 
Estos resultados coinciden con lo reflejado en los estudios realizados en S. cerevisiae, 
donde la ausencia de Apl3p no muestra defectos generales en la internalización de material 
de membrana (Munn, 2001). Por el momento, en S. cerevisiae, sólo se han encontrado defecto 
en la endocitosis de la toxina “killer” K28 cuando falta el complejo AP-2 (Carroll et al, 2009). 
Esto nos indicaría que este complejo, en levaduras, no participa en la endocitosis de manera 
general, sino que podría estar involucrado en la internalización de cargos específicos.  
Todos los resultados obtenidos en el mutante apl3∆ al analizar los diferentes procesos 
implicados en el transporte vesicular parecían indicar que el complejo AP-2 no tenía un papel 
relevante en ellos. Sin embargo, cuando analizamos la incorporación del colorante FM4-64 en 
el mutante doble 41XHAclc1 apl3∆ y la comparamos con el mutante 41XHAclc1 (ambas estir-
pes se cultivaron en condiciones en las que el gen clc1+ no estaba reprimido, o en las que la 
represión se llevó a cabo durante 3 horas) encontramos que, a tiempos cortos de represión, 
existe un bloqueo, o al menos un fuerte retraso en la internalización del colorante (Figura 44). 
Este dato pone de manifiesto que el complejo AP-2 sí juega un papel en el proceso de endoci-
tosis en S. pombe, pero que sólo se hace patente cuando el mecanismo endocítico está afecta-
do. No sabemos si este defecto se debe a que la ausencia del adaptador bloquea o ralentiza, 
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en cierto modo, la endocitosis mediada por clatrina, lo que explicaría que en ocasiones se ob-
serven vesículas en la superficie celular, o al hecho de que en ausencia del adaptador la cla-
trina sea más inestable en las membranas. Cualquiera de estas dos circunstancias unida a la 
disminución de la cantidad de clatrina en las células, podría estar impidiendo la internaliza-
ción del FM4-64 eficientemente. 
Nos encontramos, pues, ante el primer dato que sugiere la intervención del complejo 
AP-2 en el proceso general de endocitosis en levaduras. 
EL COMPLEJO AP-2 Y SU RELACIÓN CON LA BIOSÍNTESIS DE LA PARED 
CELULAR 
Mediante diferentes tinciones que permiten visualizar la pared celular de S. pombe 
hemos comprobado que, aparentemente, esta estructura no presenta ningún tipo de altera-
ción en el mutante apl3∆ (Figura 45). Aun así, al igual que hemos visto que AP-2 influye de 
una manera bastante sutil en la endocitosis de esta levadura, éste también podría estar jugan-
do un papel muy concreto en la regulación de la síntesis de la pared celular que no produjera 
alteraciones muy aparentes en esta estructura. 
Tal y como hemos comentado con anterioridad, el único cargo que se conoce en S. 
cerevisiae cuya endocitosis es dependiente del complejo AP-2 es la toxina “killer” K28 (Carroll 
et al, 2009). Se sabe que el primer paso para que las toxinas pertenecientes a la familia “killer” 
entren en las células se produce a través de su unión a los polímeros de la pared celular 
(Schmitt & Radler, 1988, 1990). Dependiendo del tipo de toxina “killer” los sitios de unión con 
la pared celular están localizados en el glucano (para las toxinas K1, K2 y K3) o en la porción 
de manano en el caso de la toxina K28.  
Estos datos podrían indicar una posible relación entre la ausencia de AP-2 y la modi-
ficación de diferentes componentes de la pared celular, ya que aún no se conocen con exacti-
tud los mecanismos de entrada de la toxinas killer en las células. 
Teniendo en cuenta toda esta información se llevaron a cabo una serie de experimen-
tos para intentar aclarar si el complejo AP-2 tiene alguna función sobre la regulación de la 
síntesis de la pared celular en S. pombe. Los resultados obtenidos hasta el momento apuntan a 
que el complejo AP-2 podría intervenir en la regulación de la síntesis de pared celular afec-
tando a la fracción constituida por el β-glucano. Hemos comprobado que en el mutante apl3∆ 
hay una leve reducción en la actividad β(1,3)glucán sintasa que no está asociada a una distri-
bución aberrante de las enzimas responsables de esta actividad, pero sí parece influir sobre la 
composición de la pared celular. Cuando comparamos la sensibilidad a compuestos que afec-
tan a la síntesis de β(1,3)glucano del mutante apl3∆ con la de un mutante cwg1-1, defectivo en 
la enzima β-glucán sintasa Bgs4p, comprobamos que apl3∆ es sensible a ellos pero en menor 
grado que la cepa mutante de Bgs4p (Figura 46). Estos datos sugieren que Apl3p sí está im-
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plicado de algún modo en la síntesis del β-glucano, pero claramente, no al nivel que lo hace 
la enzima Bgs4p.  
En este punto consideramos que sería interesante determinar la composición de la 
pared celular del mutante apl3∆ para verificar si existe una disminución en la cantidad de β-
glucano, lo cual explicaría en gran medida la sensibilidad de este mutante a enzimas que de-
gradan principalmente el β-glucano de la pared. Esto también mostraría si existe o no un in-
cremento de alguno de los otros dos polímeros constituyentes de esta estructura que estuvie-
ran compensando la posible disminución de β-glucano y permitiesen que las células no tu-
vieran ningún problema de viabilidad.  
El motivo del descenso de la actividad βGS cuando no está presente el complejo 
adaptador AP-2 podría explicarse si la función que lleva a cabo éste consistiese en estabilizar 
las cubiertas de clatrina sobre la porción de membrana plasmática donde se encuentran los 
cargos que se van a endocitar. Bajo este supuesto, AP-2 podría estar regulando, en cierto mo-
do, el correcto ensamblaje de la cubierta de clatrina sobre las enzimas β(1,3)glucán sintasas. 
Al desaparecer este adaptador, la cubierta de clatrina podría ser más inestable en la membra-
na haciendo que los cargos se endocitasen antes o a un ritmo mayor que en condiciones nor-
males.  
Sin embargo, el mayor defecto visto en la endocitosis del FM4-64 cuando hay una 
cantidad reducida de clatrina y AP-2 está ausente, comparado con lo que ocurre cuando sólo 
disminuye la cantidad de clatrina, pone de manifiesto que la ausencia de AP-2 podría hacer 
más inestable a estas cubiertas en las membranas e incrementaría el efecto que produce la 
disminución de clatrina sobre la endocitosis.  
Es muy posible que AP-2 actúe en colaboración con otras proteínas adaptadoras, de 
manera que todas ellas modulen la estabilidad de las cubiertas de clatrina y/o la velocidad 
de internalización de las vesículas (Teckchandani et al, 2012). Al faltar AP-2, estos procesos se 
alterarían acelerándose o ralentizándose según los casos. Si las enzimas Bgs fuesen cargos 
específicos de AP-2 éstas podrían incrementar su velocidad de internalización, sin embargo 
no se tendría por qué estar afectando la endocitosis de otros cargos.   
Mediante ensayos de co-localización y co-inmunoprecipitación de la proteínas Apl3p 
y Bgs1p hemos observado que la enzima β(1,3)glucán sintasa Bgs1p, probablemente sea 
transportada hacia el interior celular en vesículas recubiertas de clatrina en las que AP-2 
podría actuar como adaptador. De igual modo, se conoce que el transporte de esta enzima 
hacia la membrana plasmática depende en parte del complejo adaptador AP-1 (Yu et al, 2012, 
2013), que es un complejo adaptador muy similar a AP-2, pero que interviene en el tráfico 
intracelular. 
Todos nuestros datos, entre los que se encuentra un leve descenso en la actividad β
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(1,3)glucán sintasa detectada in vitro sugieren que AP-2 podría estar afectando al transporte o 
estabilidad en la membrana plasmática de la enzima Bgs1p, responsable de la síntesis del β-
glucano lineal (Cortes et al, 2007), que a su vez es un componente minoritario de la pared ce-
lular (Humbel et al, 2001). De todas formas, tampoco se puede descartar que AP-2 participe 
de algún modo en la regulación del resto de enzimas β-glucán sintasas aunque aún no dispo-
nemos de datos concluyentes al respecto. 
Además de los fenotipos relacionados con la síntesis de la pared celular hemos en-
contrado otros en los que se aprecia que el mutante apl3∆ presenta diferente sensibilidad 
cuando está sometido a distintas condiciones de estrés. Estos datos sugieren que el complejo 
AP-2 podría estar interviniendo en la endocitosis, o en la estabilidad de diversos receptores 
en la membrana plasmática. Sin embargo, no se puede descartar que los defectos encontra-

































1. La deleción de la cadena ligera de la clatrina es letal para las células de        
Schizosaccharomyces pombe. Esta letalidad se rescata cuando las células se incu-
ban en un medio estabilizado osmóticamente. 
 
2. En S. pombe la ausencia de Clc1p afecta a la estabilidad de Chc1p de forma más 
drástica a como lo hace en otros organismos. 
 
3. La letalidad  que ocasiona la ausencia de la cadena ligera de la clatrina en         
S. pombe se debe principalmente a defectos graves en la síntesis de la pared    
celular. 
 
4. Una disminución del 40% en la cantidad de clatrina en las células afecta grave-
mente a la secreción de enzimas de síntesis y remodelación de la pared celular, 
como son las β(1,3)glucán sintasas y las endoglucanasas, sin embargo causa un 
leve impacto sobre el transporte vesicular en general,  el citoesqueleto y otros 
elementos celulares.  
 
5. La subunidad  del complejo AP-2 de S. pombe forma un complejo con la       
cadena ligera de la clatrina a diferencia de lo que se conoce hasta el momento 
en otros organismos unicelulares. 
 
6. El complejo AP-2 interviene en el proceso general de endocitosis en S. pombe, 
aunque su papel sólo se pone de manifiesto cuando la endocitosis está        
comprometida. 
 
7. La ausencia del complejo AP-2 en S. pombe disminuye la actividad β(1,3)glucán 
sintasa y hace que este organismo sea hiper-sensible a compuestos que afectan 
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1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS 
   Los organismos empleados en esta Tesis Doctoral se recogen en las Tablas I y II de la 
sección 1 del Apéndice. 
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
    Todos los medios de cultivo empleados fueron preparados con agua destilada (Milli-
Rho) y esterilizados en el autoclave. Los correspondientes medios sólidos se prepararon me-
diante la adición de agar al 2% o 3% según los casos.  
2.1. Crecimiento de Escherichia coli  
   Para el crecimiento de las estirpes de E. coli se utilizaron los medios LB y YT2X cuya 
composición se muestra en el sección 2 del Apéndice. 
   La resistencia a antibióticos se analizó suplementando los medios de cultivo con am-
picilina (100 µg/ml) o kanamicina (30 µg/ml). El crecimiento de las células se realizó en pla-
cas Petri en el caso de medios sólidos, o en matraces Erlenmeyer cuando fueron medios líqui-
dos, que se  incubaron a  28°C y/o 37°C con una agitación de 250 rpm en el caso de los culti-
vos líquidos. Las diferentes cepas de E. coli se mantienen en viales con glicerol al 50% y a una 
temperatura de -80°C. 
2.2. Crecimiento de Schizosaccharomyces pombe 
   Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de S. pombe se 
describieron por Moreno y colaboradores en 1991 (Moreno et al, 1991). Así mismo, las técni-
cas generales para trabajar con la levadura de fisión se pueden encontrar en:    
 www.biotwiki.org/bin/view/Pombe/NurseLabManual 
 PombeNet: www-bcf.usc.edu/~forsburg/index.html  
2.2.1. Crecimiento vegetativo  
   Los medios de cultivo utilizados rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S. 
pombe fueron medio rico YES y medio mínimo (MM), cuyas composiciones se detallan en la 
sección 2 del Apéndice. A la hora de seleccionar cepas con distintas auxotrofías, o transfor-
madas con plásmidos, el medio mínimo se suplementó con 225 mg/l de uracilo, leucina, ade-
nina e/o histidina, según fuera necesario. Cuando fue pertinente el medio YES se suple-
mentó con geneticina (G418, de ForMedium) a una concentración final de 120-300 µg/ml. En 
los casos que se trabajó con el mutante nulo clc1::KANMX6 los medios de cultivo empleados 
se suplementaron con sorbitol a una concentración final 1,2 M.  
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    En el caso del mutante condicional 41XHAclc1 se utilizó como medio selectivo de 
crecimiento PMG (MM en el que el NH4Cl se ha sustituido por ácido L-glutámico) suplemen-
tado con 250-300 μg/ml de geneticina. Para analizar el comportamiento del mutante 
41XHAclc1 en condiciones de represión se añadió a los cultivos celulares tiamina a una con-
centración final de 30 μg/ml. Estos cultivos estuvieron creciendo en presencia de la vitamina 
durante diferentes períodos de tiempo (3, 6, 9, 12 y 15 horas) a una temperatura de 28°C.  
    El crecimiento general de las células se llevó a cabo en placas Petri o en matraces Er-
lenmeyer que se incubaron a 25°C, 28°C, 32°C o a 37°C, con una agitación de 250 rpm para 
los cultivos líquidos. En este último caso el crecimiento se controló determinando la densi-
dad óptica (D.O.) a 600 nm en un espectrofotómetro óptico. Por estudios previos realizados 
en el laboratorio se sabe que una D.O.600 = 1,0 equivale a 1 x 107 células/ml cuando se utiliza 
un espectrofotómetro SmartSpec™Plus (BioRad).  
Ensayos de resistencia o sensibilidad a distintos compuestos 
   Los estudios de sensibilidad a diferentes compuestos se realizaron en medios sólidos 
YES y/o MM suplementados con diferentes cantidades de los compuestos en cuestión (las 
cantidades empleadas se detallan en los apartados referidos a cada ensayo). Se tomaron 3x104 
células que provenían de cultivos líquidos en crecimiento exponencial y se hicieron dilucio-
nes seriadas 1:4 hasta un total de seis concentraciones decrecientes. Con un replicador se ino-
culó una gota de cada concentración sobre las placas que contenían el medio de cultivo. Las 
placas se incubaron a 28°C o 32°C durante 3-4 días. 
2.2.2. Conjugación y esporulación  
    El medio de cultivo empleado para la inducción de la conjugación y esporulación de 
S. pombe fue MM que contiene adenina, leucina, uracilo, histidina y lisina (también denomi-
nado MM completo). En los casos en los que se trabajó con el mutante nulo de clc1+ los me-
dios mencionados se suplementaron con sorbitol a una concentración final de 1,2 M. 
   Para realizar cruces genéticos se mezcló igual cantidad de células de las estirpes pa-
rentales de interés (cuando se trabajó con cepas heterotálicas haploides h+ o h-) en placas de 
medio MM completo, que se incubaron a 28°C (25°C en el caso de cepas termosensibles) du-
rante 4-5 días para que tuvieran lugar la conjugación y la esporulación. Este mismo procedi-
miento se llevó a cabo cuando se realizaron cruces genéticos entre cepas homotálicas h90 y 
cepas heterotálicas h+ o h-. La única salvedad es que en estos casos la cantidad de células de la 
cepa h90 utilizada siempre fue menor que la de la cepa heterotálica para disminuir así la pro-
babilidad de conjugación entre células procedentes de la cepa homotálica. 
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Aislamiento de ascosporas al azar 
    Para la selección de esporas al azar se tomó una pequeña muestra del cruce realiza-
do cuando las ascas estuvieron maduras y se resuspendió en 1 ml de agua al que se añadie-
ron 5 μl de extracto enzimático “Helix pomatia juice” (Biosepra). La mezcla se incubó a 28°C 
en agitación durante 16 horas aproximadamente para facilitar la digestión de la pared celular 
del asca y la liberación de las esporas. Pasado este tiempo se cuantificó el número de esporas 
presentes por ml de muestra y se hicieron diluciones, de modo que se sembraron entre 300 y 
500 esporas en cada una de las placas de medio sólido empleadas. Las colonias obtenidas se 
analizaron seleccionando aquellas que poseían el genotipo de interés mediante la utilización 
de medios selectivos, por PCR o por observación al microscopio. 
Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulación: análisis de tétradas 
    El análisis de tétradas se realizó a partir de ascas con el fin de analizar los productos 
de la segregación meiótica. El proceso se llevó cabo con un micromanipulador automático 
(Singer MSM System Series 200) de la siguiente forma:  
   Se tomaron 5 µl de un cultivo esporulado y se extendieron en un extremo de una pla-
ca de medio rico (YES o YES+sorbitol según el caso). Con el micromanipulador se recogieron 
ascas y se depositaron en una zona de la placa libre de células. La placa se incubó durante 4-5 
horas a 37°C (en el caso de micromanipular en placas de medios suplementados con sorbitol 
el tiempo de incubación se incrementó al doble). Posteriormente se separaron las 4 esporas 
de cada asca a posiciones libres de células de la misma placa. Las placas se incubaron duran-
te 4 días a 25°C o 28°C. Finalmente, para realizar el estudio genotípico de cada espora, se rea-
lizaron réplicas en medios selectivos y se incubaron a la temperatura adecuada. 
2.2.3. Condiciones especiales de crecimiento 
Medios suplementados con AZC  
   El compuesto L-azetidin-2-carboxílico (AZC; SIGMA) es un análogo tóxico del ami-
noácido L-prolina que se ha empleado para evaluar posibles defectos en el proceso de endo-
citosis. El AZC es un aminoácido no proteínico relacionado estructuralmente con el aminoá-
cido proteínico L-prolina. La incorporación de este compuesto a las células produce proteí-
nas estructuralmente aberrantes que afectan directamente a la viabilidad celular. Estirpes 
defectivas en el proceso de endocitosis tendrían los receptores de este aminoácido expuestos 
más tiempo del debido lo que las haría más sensibles a este compuesto tóxico. Se realizaron 
placas de MM completo o YES suplementados con el compuesto AZC a una concentración 




Medios suplementados con sales 
   Para analizar el crecimiento de diferentes estirpes de S. pombe bajo condiciones de 
estrés se suplementó medio YES con diferentes concentraciones de sales.  Las placas se incu-
baron durante 2-3 días a 32°C. 
   Las concentraciones de las sales utilizadas fueron: 
KCl: 0,3 M; 0,6 M; 1,2 M y 1,5 M. 
MgCl2: 0,06 M; 0,08 M; 0,09 M; 0,1 M; 0,125 M y 0,15 M. 
CdCl2: 50 μM, 60 μM y 70 μM. 
MnCl2: 3 mM y 4 mM. 
CaCl2: 200 mM y 300 mM. 
Medios suplementados con cafeína 
   Para analizar el crecimiento de diferentes estirpes en presencia de cafeína se realiza-
ron placas de medio rico YES suplementadas con este compuesto a unas concentraciones fi-
nales de 8 mM, 10 mM y 12 mM. Las placas se incubaron 2-3 días a 32°C. 
Medios suplementados con antifúngicos 
   Para analizar la sensibilidad de diversas cepas de S. pombe a los antifúngicos Caspo-
fungina y Miconazol se realizaron placas de medio rico YES que se suplementaron con las 
siguientes concentraciones de estos compuestos: 
Miconazol: 1μM y 1,25 μM. 
Caspofungina:  0,75 μg/ml; 1,5 μg/ml; 2,0 μg/ml; 3,0 μg/ml; 4,0 μg/ml y 5,0 μg/ml. 
   Las placas se incubaron durante 2-3 días a 32°C. 
Medios con diferente concentración de glucosa 
   Para evaluar la supervivencia de diversas cepas de S. pombe en fase estacionaria y la 
influencia de la cantidad de glucosa presente en el medio en dicha supervivencia se utilizó 
como medio de cultivo YES líquido suplementado con las siguientes cantidades de glucosa: 
 Medio YES: 0,2%, 1,0%, 2,0% y 3,0% 
   Para realizar estos experimentos, inicialmente se incubaron cultivos de cada estirpe 
durante toda la noche a una temperatura de 28°C. Tras 12-14 horas de crecimiento se midió 
la densidad óptica a 600 nm de cada uno de los cultivos y todos se igualaron a una        
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D.O.600 de 0,5. Una vez igualados los cultivos se incubaron durante 3 horas más a 32°C para 
favorecer que las células estuvieran creciendo activamente. Una vez transcurrido ese tiempo, 
los cultivos se volvieron a igualar a una D.O.600 de 1,0 y se procedió a realizar un ensayo de 
crecimiento correspondiente al día denominado 0, donde se tomaron 3x104 células de los di-
ferentes cultivos y se hicieron diluciones seriadas 1:4 que se sembraron con un replicador en 
placas de medio YES al 3% de glucosa. El resto de los cultivos celulares se incubaron durante 
varios días (1, 3, 5, 7 y 10 días) a 32°C, tras los cuales se realizó un ensayo de crecimiento to-
mando una muestra de cada cultivo y realizando diluciones seriadas 1:4 a partir de las mis-
mas. En estos casos no se igualaron los cultivos antes de realizar la siembra en las placas. To-
das las placas se incubaron durante 3 días a una temperatura de 32°C. 
3. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
   Las transformaciones tanto de levaduras como de bacterias, la extracción de ADN 
genómico, reacciones de PCR, mutagénesis dirigidas y otros procedimientos generales de 
manipulación de ADN se realizaron mediante los procedimientos estandarizados por dife-
rentes autores (Rothstein, 1983; Kunkel et al, 1987; Sambrook et al, 1989; Moreno et al, 1991; 
Sambrook  Russell, D.W., 2001). 
3.1. Vectores utilizados 
3.1.1. Vectores de E. coli 
pBluescript II KS+ y SK+ (Stratagene): Se trata de plásmidos auto-replicativos de 2958 
pares de bases (pb) que llevan incluido el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replica-
ción ColE1 y un fragmento del operón lac de E.coli que codifica la enzima β-galactosidasa. 
Disponen de un sitio de clonación múltiple, en el que hay 21 sitios únicos de restricción que 
permiten la selección de clones recombinantes por α-complementación de cepas de E. coli 
portadoras de la deleción lacZ M15. Flanqueando los sitios de restricción únicos se encuen-
tran los promotores de las ARN polimerasas T3 y T7 que se utilizan para la síntesis de ARN 
in vitro. También poseen el origen de replicación f1 que permite la obtención de ADN mono-
catenario tras la infección de las células portadoras del plásmido con el fago auxiliar M13K07. 
pGEM-T (Promega): Plásmido de un tamaño de 3003 pb derivado del vector pGEM-
5Zf (+). En su secuencia presenta el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicación 
ColE1 y un fragmento del operón lac de E. coli que codifica el péptido a de la β-galactosidasa. 
Tiene 13 sitios únicos de reconocimiento para endonucleasas de restricción y flanqueándolos 
se encuentran los promotores de las ARN polimerasas T3 y SP6. Además estos plásmidos 
presentan un fragmento de 456 pb que contiene el origen de replicación f1 que permite la ob-
tención de ADN de cadena sencilla. Este vector es lineal y cuenta con una con una timina en 
cada extremo por lo que se emplea principalmente para la clonación de fragmentos de ADN 
amplificados por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
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3.1.2. Vectores de S. pombe 
   Los plásmidos usados para S. pombe poseen una serie de características comunes que 
básicamente consisten en: un origen de replicación, un marcador de selección bacteriano 
(generalmente un gen de resistencia a un antibiótico) y un marcador de selección de levadu-
ras (normalmente un marcador metabólico). Algunos poseen una secuencia de replicación 
autónoma (ARS). Para la levadura de fisión no existen plásmidos centroméricos (monocopia) 
ya que su centrómero es demasiado grande para ser incluido en los plásmidos. Una alternati-
va es usar plásmidos integrativos sin secuencias ARS. La linearización de los plásmidos per-
mite la integración estable en el genoma de S. pombe por recombinación homóloga. 
pAL-KS+ (J.Ishiguro, Konan University, Japón): Es un plásmido multicopia de 6300 
pb obtenido a partir del vector pBluescript KS+, al que se añadió la secuencia de replicación 
autónoma ars1+. Lleva el marcador de selección LEU2 de S. cerevisiae, capaz de complementar 
la mutación leu1+ de S. pombe. 
pAU-KS+: Plásmido multicopia con tamaño de 5600 pb con las mismas características 
que pAL. En este caso el marcador de selección es el gen URA3 de S. cerevisiae, capaz de com-
plementar la mutación ura4-∆18 de S. pombe. 
pREPs: Estos vectores fueron obtenidos a partir del plásmido de E. coli  pUC119. Con-
fieren resistencia al antibiótico ampicilina y son autónomos en la bacteria. El marcador de 
selección para S. pombe es el gen LEU2 procedente de S. cerevisiae. Estos plásmidos poseen el 
promotor nmt1+ (no message in thiamine), reprimible por tiamina. Hay tres versiones dife-
rentes de este promotor dependiendo del nivel de expresión que produzcan. pREP3X es el 
más fuerte, pREP41X es de expresión media y pREP81X es el más débil. Los plásmidos tienen 
un sitio de clonación múltiple a continuación del promotor nmt1+ (Maundrell, 1993; Fors-
burg, 1993). 
pJK148 (McLeod et al, 1987; Keeney & Boeke, 1994) Vector integrativo de 5343 pb. Po-
see un sitio de clonación múltiple, el gen leu1+ como marcador de selección en levaduras, el 
gen de resistencia a ampicilina, un fragmento del operón lac de E. coli y el origen de replica-
ción ColE1 de E.coli. No posee secuencia ARS. La única forma  de mantener este plásmido en 
la célula es estando integrado en el cromosoma. La eficiencia de integración se puede incre-
mentar digiriendo con una enzima de restricción que corte en el ADN de la levadura (en el 
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3.2. Construcción de plásmidos 
3.2.1. Clonación del gen clc1+ 
   El gen clc1+ se clonó a partir de ADN genómico amplificando mediante PCR las re-
giones flanqueantes 5´ y 3´ del gen clc1+. Como cebadores se utilizaron las parejas de oligo-
nucleótidos clc1Xba-F/clc1XhoATG-R para amplificar 1 kb de la región promotora no codifi-
cante del gen, y los oligonucleótidos clc1STOPHpaI-F/clc1SacPm-R para amplificar 1 kb de la 
región terminadora del mismo. Así mismo se amplificó el fragmento de ADN de 686 pares 
de bases correspondiente a la ORF de clc1+ utilizando los oligonucleótidos clc1XhoATG-F/
clc1STOPHpaI-R. Las secuencias de los diferentes oligonucleóticos empleados se muestran en 
la Tabla III de la sección 3 del Apéndice. 
    Los productos de PCR obtenidos se clonaron simultáneamente mediante clonación 
múltiple en el vector KS+ digerido con las siguientes enzimas de restricción: XbaI/XhoI para 
la región 5´, XhoI/HpaI para la ORF del gen, HpaI/SacI para la región 3´ y XbaI/SacI para el 
vector de clonación KS+. Posteriormente se secuenció la construcción utilizando los oligonu-
cleótidos Universal y Reverso del vector KS+ y diversos oligonucleótidos específicos que ani-
llaran en la región clonada del gen clc1+. Se comprobó que el gen clonado estaba libre de mu-
taciones por comparación de su secuencia con la depositada en las bases de datos. 
  El plásmido obtenido denominado KS+5’+clc1++3´ se empleó posteriormente para 
construir el casete de deleción y para la introducción de sitios de restricción por mutagénesis 
dirigida. Estos sitios se usaron para poder realizar el marcaje de Clc1p con diferentes proteí-
nas de fluorescentes y con el epítopo HA mediante la fusión con las secuencias codificantes 
correspondientes. 
3.2.2. Construcción del casete de deleción clc1::KAN 
   Con el fin de estudiar la función del gen clc1+ se procedió a la construcción de un mu-
tante nulo para el mismo. Se empleó la técnica de reemplazamiento génico descrita por 
Rothstein en 1983 (Rothstein, 1983). Para ello se construyó el casete de deleción clc1::KAN de 
la siguiente manera: 
    El plásmido KS+5+clc1++3´ se digirió con las enzimas de restricción XhoI y HpaI para 
eliminar la ORF del gen. El plásmido resultante se ligó al gen KANMX6 digerido con las mis-
mas enzimas de restricción, de modo que éste reemplazó a la ORF del gen clc1+. El gen 
KANMX6 confiere resistencia a kanamicina en bacterias y resistencia a geneticina (también 
llamada G418) en levaduras. El plásmido resultante (KS+clc1::KAN) se digirió con las enzi-
mas XbaI y SacI para liberar el casete de deleción que se empleó para transformar una cepa 
haploide homotálica (HVP281) y una cepa diploide (HVP124) de S. pombe. Las diferentes es-




    Se obtuvieron tres transformantes diploides capaces de crecer en medio rico suple-
mentado con G418 y ningún transformante haploide. Se extrajo ADN genómico de esos clo-
nes que se utilizó para comprobar mediante PCR que la deleción había ocurrido correcta-
mente. Como cebadores se utilizaron los oligonucleótidos clc1-5´F (externo a la región de 
ADN clonada), K2 (que hibrida en la región 5’ del gen KANMX6), K3 (que hibrida en la re-
gión 3’ del gen KANMX6) y clc1-3´R (externo a la región de ADN clonada).  
3.2.3. Construcción del alelo 41XHA-clc1:KAN  
   El alelo 41XHA-clc1:KAN se construyó mediante el procedimiento de marcaje de la 
región N-terminal descrito por Bähler (Bähler et al, 1998) empleando los oligonucleótidos 
clc1Nt-F y clc1Nt-HA-R (ver Tabla III de la sección 3 del Apéndice). El producto de la amplifi-
cación por PCR se utilizó para transformar una cepa diploide (HVP124); los transformantes 
se seleccionaron en placas de PMG suplementadas con sorbitol y 300 μg/ml de G418 
(ForMedium). Se diseccionaron tétradas en placas de PMG con y sin sorbitol.  
   La combinación del alelo mutante 41XHA-clc1+:KAN con otras proteínas marcadas se 
llevó a cabo  mediante cruces genéticos con las cepas de interés y posterior germinación de 
las ascosporas aisladas al azar (Moreno et al, 1991) en placas de PMG+G418. Los clones de 
interés se seleccionaron mediante réplica en diferentes medios, según los marcadores de se-
lección empleados, y se comprobaron mediante PCR y/o análisis por microscopía de fluores-
cencia. 
3.2.4. Clonación del gen apl3+ 
   El gen apl3+ se clonó desde el genoma de una cepa silvestre de S. pombe mediante la 
técnica de “Gap Repair” (Orr-Weaver et al, 1983). Esta técnica permite la transferencia de un 
fragmento de ADN desde el genoma a un plásmido replicativo. En este caso el gen apl3+ se 
clonó del siguiente modo: 
   Se emplearon los oligonucleótidos apl3 ApaI-F y apl3 PstI-R para amplificar por PCR 
una región de ADN de 1 kb, anterior al ATG de la ORF del gen apl3+ en el genoma de             
S. pombe, flanqueada por los sitios de restricción ApaI y PstI. Por otra parte los oligos apl3 
XbaSpe-F y apl3 SacI-R se utilizaron para amplificar una región de tamaño similar a la ante-
rior, flanqueada por los sitios de restricción XbaI y SacI posterior al codón de parada de apl3+. 
Ambos fragmentos se clonaron en el plásmido de E. coli KS+. El plásmido resultante se deno-
minó KS++5´+3´ apl3+. Este plásmido se digirió con las enzimas ApaI y SacI para poder clonar 
las secuencias no codificantes de apl3+ entre los sitios de restricción ApaI/SacI del plásmido 
pAL de S. pombe. El plásmido resultante se denominó pAL+5´+3´ apl3+. Para linearizarlo, este 
plásmido se digirió con las enzimas PstI y SpeI y se introdujo en la cepa silvestre HVP30 (ver 
Tabla I de la sección 1 del Apéndice) mediante transformación. Los transformantes se selec-
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cionaron en placas de MM-leu. Los plásmidos de diversos transformantes de levaduras se 
recuperaron mediante extracción de ADN de levadura y transformación de E. coli. Posterior-
mente se confirmó que portaban la secuencia de apl3+ mediante análisis de restricción. Aque-
llos que presentaron el patrón correcto de ADN se secuenciaron y compararon con la secuen-
cia del gen apl3+ depositada en las bases de datos, para comprobar que el gen clonado no pre-
sentaba ningún tipo de mutación. El plásmido resultante se denominó pAL+apl3+. 
3.2.5. Construcción del casete de deleción apl3::KAN  
   Para analizar los efectos de la ausencia de apl3+ en las células se construyó un casete 
de deleción en el cual la ORF de este gen se sustituyó por el gen marcador KANMX6 (Bähler 
et al, 1998). Para ello se empleó el plásmido generado previamente denominado KS++5´+3´ 
apl3+, de manera que el gen KANMX6 se clonó como un fragmento de ADN SmaI/NotI entre 
la secuencias 5´ y 3´ del gen apl3+. El nuevo plásmido se denominó KS++apl3::KAN, se digirió 
con las enzimas de resctricción ApaI/SacI para liberar el casete de deleción y se utilizó para 
transformar un cepa haploide heterozigótica de S. pombe (HVP117). De este modo se obtuvie-
ron diferentes transformantes capaces de crecer en medio rico suplementado con G418. La 
deleción se comprobó mediante análisis por PCR del ADN de los clones obtenidos utilizando 
los oligonucleótidos apl3 -665F (externo a la región de ADN clonada), K2 (hibrida en la re-
gión 5´del gen KANMX6), K3 (hibrida en la región 3´del gen KANMX6) y apl3 3956R (externo 
a la región de ADN clonada). Ver Tabla III de la sección 3 del Apéndice. 
3.2.6.  Marcaje de los genes clc1+, apl3+ y chc1+ 
    Para detectar las proteínas de interés mediante ensayos tipo “Western Blot” se rea-
lizó el marcaje de las mismas con el epítopo HA (hemaglutinina) (Wilson et al, 1984). Para 
ello se utilizó un fragmento de ADN de 115 pb que porta tres copias consecutivas del epítopo 
HA. Éste es un pequeño péptido de 9 aminoácidos (YPYDVPDYA) procedente de la proteína 
hemaglutinina del virus de la gripe.  
   En el caso del gen clc1+ se llevaron a cabo dos construcciones diferentes para analizar 
si la localización del epítopo afectaba a la estabilidad o a la cantidad de la proteína. En una 
de las construcciones el fragmento de ADN del epítopo HA se clonó antes del codón de para-
da del gen clc1+ para marcar la proteína resultante en su extremo carboxilo terminal; en la 
otra, el marcaje se realizó en el extremo amino terminal clonando la secuencia del epítopo 
HA detrás del ATG de inicio del gen clc1+. Para realizar estas construcciones fue necesario 
crear diferentes sitios de corte para la enzima de restricción NotI mediante mutagénesis diri-
gida in vitro. Esto es debido a que el fragmento de ADN del epítopo HA está flanqueado por 
sendos sitios de restricción NotI. La correcta inserción de los fragmentos se comprobó por 
análisis con enzimas de restricción y PCR. La funcionalidad de las proteínas se demostró me-




   Del mismo modo se fusionaron las proteínas verde fluorescente GFP y roja fluores-
cente mCherry, flanqueadas por sitios NotI, antes del codón de parada del gen clc1+, para po-
der observar la localización de la proteína híbrida mediante microscopía de fluorescencia. En 
esta construcción Clc1p está separada de las proteínas fluorescentes por una “bisagra” de 12 
alaninas para evitar la distorsión de la estructura de la proteína que se está estudiando. Las 
construcciones con las proteínas fluorescentes GFP y mCherry se comprobaron por análisis 
con enzimas de restricción y mediante PCR. La funcionalidad de estas proteínas se ratificó 
analizando la complementación de la letalidad del mutante nulo clc1::KAN en un medio sin 
sorbitol. 
   Estos mismos procedimientos de marcaje se llevaron a cabo para el gen apl3+, el cual 
fue marcado en su extremo carboxilo terminal tanto con el epítopo HA como con la proteína 
fluorescente GFP. Para ello se generó, mediante mutagénesis dirigida in vitro, un sitio de cor-
te para la enzima de restricción NotI antes del codón de parada del gen apl3+. Las diferentes 
construcciones se comprobaron por análisis de restricción, PCR, secuenciación y microscopía 
de fluorescencia. 
   En este trabajo también realizamos el marcaje del gen chc1+, que previamente se había 
clonado en el laboratorio, con la secuencia de la proteína fluorescente GFP. Para ello, median-
te mutagénesis dirigida in vitro, se generó un sitio de corte para la enzima de restricción NotI 
en la posición 2476 de la secuencia del gen chc1+ que permitió realizar el marcaje en la región 
central del gen. La secuencia de la proteína fluorescente se introdujo en esa posición del gen 
chc1+ para evitar que el marcaje en esa zona ocasionara distorsión en la estructura de la pro-
teína Chc1p. La fusión de diferentes epítopos en los extremos amino o carboxi-terminales 
podría originar una pérdida de función al ser ambos extremos sitios de unión a otras proteí-
nas. 
4. ANÁLISIS  Y DETECCIÓN DE PROTEÍNAS 
   Las técnicas generales para el análisis de proteínas se realizaron acorde con los proto-
colos desarrollados por Harlow (Harlow, 1988) con algunas variaciones. 
4.1. Obtención de extractos proteicos 
    Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de cultivos en fase logarítmica de creci-
miento (D.O.600nm entre 0,5-1,0) de un volumen mínimo de 30 ml. Las células se recogieron 
por centrifugación a 3000 rpm, se lavaron con agua fría o tampón “STOP” (NaCl 154 mM; 
EDTA 10 mM; NaN3 10 mM; NaF 10 mM) y se pasaron a tubos de microcentrífuga. Se aña-
dieron 5 µl de tampón de extracción (HCl-Tris pH 7,2 50 mM; NaCl 350 mM; EDTA 50 mM;                                                                                 
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PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 µg/ml) por D.O. de células en las mues-
tras. En el caso de trabajar con proteínas que formasen cubiertas vesiculares se añadió al 
tampón de extracción GTP-γ-S (1 μl de una solución a 10 mM por muestra) para evitar el         
desensamblaje de éstas, ya que la adición de este compuesto ayuda a mantener activa la 
GTPasa Arf1p. La suspensión celular se rompió con Ballotini (perlas de vidrio de 0,45 nm de 
diamétro; “Glasperlen”, Braun Biotech International), en una “Fast Prep” FP120 (Savant; 
Bio101) 3  veces durante 15 segundos, a una velocidad de 5,5 y a 4°C. Los extractos celulares 
se transfirieron a un nuevo tubo de 1,5 ml, frío, picando la base del tubo que contenía la 
muestra con una aguja caliente. Después se centrifugaron las muestras 30 segundos a 3000 
rpm a 4°C y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo para eliminar las paredes y los 
restos celulares. La cantidad de proteína en cada muestra se valoró usando el kit “Protein 
Assay” de BioRad (Método Bradford) usando duplicados de diluciones 1:10 de cada muestra 
y utilizando estándares de seroalbúmina bovina (BSA) para realizar una recta patrón (0-5-10-
15-20 µl de una solución a 1 mg/ml). Seguidamente se añadió un volumen de  tampón de 
carga SB2X (Tris HCl pH 6,8 100 mM, SDS 2%, β-Mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 20% y 
azul de bromofenol) igual al equivalente de extracto necesario para cargar entre 50 y 100 µg 
de proteína en el gel. Finalmente las muestras se hirvieron durante 5 minutos. 
   En los casos en los que la detección de determinadas proteínas  fue difícil de conse-
guir o se quería evitar la degradación excesiva de las muestras, se varió el método de rotura 
de las muestras empleando un molino criogénico (FREEZER/MILL® 6670) lo que permitió 
mantener las muestras congeladas en todo momento evitando su degradación. En este caso 
el volumen de los cultivos empleados fue de 100 a 250 ml. Las células se recogieron por cen-
trifugación durante 3´ a 3000 rpm, se lavaron una vez con tampón “STOP” y se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido. Una vez recogidas las células, se les añadió la canti-
dad pertinente de tampón de extracción para resuspenderlas. Posteriormente las muestras se 
sometieron a 2 ciclos de rotura de 10 segundos cada uno a una intensidad de 12 (rango 1-15). 
Una vez obtenidos los extractos celulares, la valoración y cuantificación de los mismos se 
llevaron a cabo del mismo modo que se hizo para las muestras obtenidas mediante ruptura 
con bolitas de vidrio. 
4.2. Separación electroforética, transferencia e inmunodetección de proteínas 
    Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (BioRad) a diferentes concentra-
ciones, dependiendo del peso molecular de la proteína a analizar (del 6,5% al 9%), con SDS al 
1% siguiendo la técnica descrita por Laemli en 1970 (Laemli, 1970). Se empleó el sistema de 
electroforesis “Mini Protean 3” de BioRad siguiendo las recomendaciones de la casa suminis-
tradora. La electroforesis de los geles se realizó empleando el tampón de carrera Laemli 1X 




   La transferencia de proteínas a membranas de PVDF, (InmobilonTM-P, Millipore) pa-
ra su posterior detección con anticuerpos se realizó mediante el sistema “Mini Trans 
Blot” (BioRad) usando el tampón de transferencia Tris-Glicina (Tris base 3 g/l; glicina        
14,4 g/l; metanol 10%) durante 2-2,5 horas a 100 V, evitando el calentamiento excesivo del 
tampón manteniendo la cubeta en un baño de agua-hielo. 
   Con el fin de evitar uniones inespecíficas del anticuerpo se procedió al bloqueo de la 
membrana durante 1 hora a temperatura ambiente. La solución de bloqueo empleada fue 
leche en polvo desnatada (Sveltesse-Nestlé) al 5%, disuelta en TBST [Tris base 2,5 g/l; NaCl 9 
g/l; Tween-20 (Sigma) al 0,25%].  
    Después del bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo primario pertinente 
(ver Tabla IV de la sección 3 del Apéndice) diluido en la misma solución de bloqueo durante 
toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo la membrana se lavó 2 veces durante 10 minutos con 
TBST y se incubó con el anticuerpo secundario (anti-ratón o anti-conejo, ver Tabla IV de la 
sección 3 del Apéndice) en la solución de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora. 
Posteriormente, se efectuaron 2 lavados con TBST como en el caso del anticuerpo primario. 
    Para el revelado se recurrió a la detección de la actividad peroxidasa (enzima ligada 
al anticuerpo secundario) por quimioluminiscencia, empleando el kit “ECL detec-
tion” (Amersham Pharmacia) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La luminiscen-
cia se detectó en películas fotosensibles (Fuji Medical Ray-X Film, Fujifilm). 
4.3. Detección de la proteína Eng1-GFP en extractos celulares y en el medio de cultivo 
   Para determinar la secreción de la proteína Eng1-GFP se partió de cultivos de 50 ml 
(5x108 células aproximadamente). Los cultivos celulares se centrifugaron durante 3 minutos a 
3000 rpm para separar las células del medio de cultivo. El medio de cultivo se concentró en 
un volumen final de 200 μl usando filtros Amicon Ultra-15 (Millipore), centrifugando el volu-
men obtenido 4 veces, a 3500 rpm y a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se 
hirvieron en un volumen final de 400 μl en presencia de tampón SB2X (HCl-Tris pH 6,8 50 
mM; SDS 1%; β-mercaptoetanol 143 mM; glicerol 10%). Estas muestras se denominaron 
“medio”. Las células se procesaron para obtener extractos celulares del modo descrito en el 
apartado 4.1. y se hirvieron en un volumen final de 400 μl de tampón SB2X. Estas muestras se 
denominaron “citosol”. Se cargaron 40 μl de cada muestra (citosol y medio de cultivo) en  
geles de poliacrilamida al 6,5%. Para cada muestra, el “medio” y el “citosol” procedían del 
mismo volumen del cultivo original por lo que podían compararse directamente.  
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4.4. Co-inmunoprecipitación 
   Para realizar este tipo de experimentos se partió de cultivos en fase logarítmica de al 
menos 150 ml. Las células se recogieron por centrifugación, se lavaron con 1 ml de tampón 
“STOP” y se transfirieron a tubos de 1,5 ml. Posteriormente se añadieron 5 μl de tampón de 
extracción (HCl-Tris pH 7,5 50 mM; NaCl 200mM; EDTA 5 mM; IGEPAL CA-630 0,5%; 
PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 μg/ml) por cada D.O. de células. Los ex-
tractos celulares se obtuvieron del modo explicado en el apartado 4.1. de esta sección. Segui-
damente, de 1 a 5 mg de proteína de cada extracto se pasaron a un nuevo tubo y se llevaron 
hasta un volumen de 330 μl empleando tampón de extracción. 30 μl de cada muestra se mez-
claron con 30 μl de SB2X y se hirvieron durante 5 minutos Estas muestras se denominaron 
“Extractos Totales”. Al resto de las muestras se les añadieron 300 μl de tampón de inmuno-
precipitación (IP) (HCl-Tris pH 7,5 50 mM; NaCl 200 mM; EDTA 5 mM; Triton X-100 2%; 
PMSF 1 mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 μg/ml).A cada muestra se le añadieron 
2,5 μl de anticuerpo anti-GFP de conejo (ver Tabla IV de la sección 3 del Apéndice) y todos se 
incubaron durante 2 horas a 4°C en rotación. Después se añadieron 50 μl de Proteína A-
Sepharosa CL-4 (Pharmacia Biotech; 0,1 g/ml en tampón de IP) a cada tubo y se incubaron 
toda la noche, en rotación, a 4°C. Al día siguiente las bolitas se lavaron tres veces empleando 
1 ml de tampón IP con inhibidores de proteasas y una vez con 1 ml de tampón PBS 1X 
(Phosphate Buffer Saline. Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2mM; NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM). Para 
precipitar las bolitas se realizaron varias centrifugaciones cortas y a baja velocidad (1 minuto 
a 1000Xg). Tras el último lavado se extrajo todo el líquido de las muestras, se añadieron 50 μl 
de SB2X a cada una de ellas y se hirvieron a 100°C durante 4 minutos para así poder liberar 
el anticuerpo de las bolitas. Finalmente, se realizó una centrifugación  a alta velocidad (13200 
rpm). Las electroforesis de proteínas de los “extractos totales” (15 μl en dos geles diferentes) 
y las muestras de inmunoprecipitado (15 μl en un gel, para revelar empleando anticuerpo 
anti-GFP, y los otros 35 μl en un segundo gel para revelar usando anticuerpo anti-HA) se 
analizaron realizando ensayo Western blot tal y como se ha explicado en el punto 4.2. de esta 
sección. 
4.5. Ensayo de inmunoblot de colonias (Dot-blot) 
   El ensayo de inmunoblot de colonias descrito por Iwaki (Iwaki et al, 2006) con las 
modificaciones descritas por los autores Codlin y Mole (Codlin & Mole, 2009) para la detec-
ción de la proteína Cpy1 (carbopeptidasa Y), secretada por defectos en su transporte, se rea-
lizó usando la cepa 41XHAclc1 y diversas cepas control. Para ello las células se cultivaron en 
MM completo hasta llegar a la fase exponencial de crecimiento y se concentraron a una 
D.O.600nm de 2. Posteriormente de 5 a 8 μl de células se depositaron sobre una membrana de 
nitrocelulosa colocada sobre placas de MM que se incubaron durante 5 días a 28°C. Una vez 
pasado ese tiempo la membrana se lavó 2-3 veces con TBST para eliminar las células, se blo-
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queó durante una hora en las condiciones explicadas en el apartado 4.4. y se incubó con el 
anticuerpo monoclonal anti-CPY de S. cerevisiae (ver Tabla IV de la 3 del Apéndice). La mem-
brana se reveló con el kit “ECL detection” (Amersham Pharmacia) siguiendo las instruccio-
nes de la casa comercial. La luminiscencia se detectó en películas fotosensibles (Fuji Medical 
Ray-X Film, Fujifilm). 
5. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 
5.1. Valoración de la actividad fosfatasa ácida 
   Las células y el medio de cultivo en los que se realizó la valoración de la actividad 
fosfatasa ácida procedían de los mismos cultivos celulares. 
5.1.1. Valoración de la secreción de fosfatasa ácida al medio de cultivo 
   Debido a que hasta un 40% de la fosfatasa ácida se secreta al medio en S. pombe 
(Wang et al, 2002) se procedió a valorar esta actividad enzimática en el medio de cultivo. Al 
comenzar el ensayo la D.O.600nm de los cultivos era de 0,3 a 0,9. Para cada muestra tomada se 
centrifugó 1 ml de cultivo, se recogieron 500 μl de sobrenadante que se mezclaron con 500 μl 
de solución del sustrato [Paranitrofenil-fosfato 2mM en tampón acetato sódico (AcNa) 0,1 M 
pH 4,0] precalentada a 30°C, y la mezcla se incubó a esa misma temperatura durante 5 minu-
tos en rotación. Tras ese tiempo la reacción se detuvo añadiendo 500 μl de hidróxido sódico 1 
M. Se midió la absorbancia a 405 nm de cada muestra para cuantificar la cantidad de nitrofe-
nol liberado, utilizando como blanco 500 µl de medio de cultivo tratados de la misma forma 
que las muestras. En cada muestra se midió la densidad óptica del cultivo a 600 nm para po-
der referir la actividad fosfatásica (absorbancia a 405 nm) al número de células (absorbancia a 
600 nm) de cada cultivo. La toma de muestras se realizó a distintos tiempos, manteniendo los 
cultivos a 28°C y en agitación. 
   Los resultados se expresaron  relativizando la actividad fosfatásica con respecto al 
número de células en unidades arbitrarias. 
5.1.2. Valoración de fosfatasa ácida en extractos celulares 
    Para determinar la producción de enzima fosfatasa ácida por las células, se valoró la 
actividad de esta enzima en el extracto celular de las diferentes cepas a estudiar. Para ello se 
realizó el experimento en células procedentes de cultivos de 25 ml creciendo a D.O.600 de 0,3, 
0,6 o de 0,9. Las células se recogieron centrifugando los cultivos a 3000 rpm durante 5 minu-
tos. Éstas se lavaron dos veces con 1 ml de agua y una vez más con 1 ml de acetato de sodio 
50 mM. Posteriormente se obtuvieron extractos proteicos añadiendo 200 µl de tampón de ex-
tracción (AcNa 50 mM; PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 µg/ml) a las 
muestras y procesándolas tal y como se ha descrito en el apartado 4.1. Se tomaron 5 µl de es-
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tos extractos y se llevaron a un volumen de 500 µl con AcNa 50 mM. Una vez preparadas las 
muestras, la valoración de la actividad fosfatasa ácida se llevó a cabo del modo que se expli-
ca en el punto 5.1.1.  La actividad en este caso también se ha expresado en unidades arbitra-
rias. 
   Posteriormente, se calculó el porcentaje de enzima fosfatasa ácida en el medio con 
respecto al total de enzima valorada tanto en extractos celulares como en medio de cultivo. 
Este dato se consideró el porcentaje de actividad secretada. 
5.2. Valoración de la actividad -glucán sintasa 
 Para realizar este ensayo se partió de un volumen de cultivo de 100 ml, creciendo ex-
ponencialmente, a una D.O.600 máxima de 1,0. En cada ensayo se realizaron dos cultivos de 
cada cepa, para tener datos por duplicado.  
    Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y a 4°C. Las células se 
lavaron con 10 ml de tampón de lavado (Tris HCl pH 8,0 50 mM; EDTA 1 mM; β-
Mercaptoetanol 1 mM), se resuspendieron en 1 ml de este mismo tampón y se transfirieron a 
un tubo de microcentrífuga frío. Las muestras se centrifugaron durante 1 minuto a 3000 rpm 
(a 4°C) y se descartaron los sobrenadantes. A cada muestra se le añadieron 120 µl de tampón 
de lavado suplementado con 1 µl de GTP-γ-S (10 mM) y Ballotini frío. La rotura de las células 
y la extracción de las proteínas se produjo tal y como se explica en la sección 4.1. Posterior-
mente, los extractos se transfirieron a tubos fríos, se diluyeron hasta 15 ml con tampón de 
lavado y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos en una centrífuga a 4°C para elimi-
nar las paredes celulares. Seguidamente los sobrenadantes se pasaron a tubos fríos de 30 ml 
y se centrifugaron durante 30 minutos, a 18000 rpm en una centrífuga  Beckman con rotor 
81X56Y a 4°C, para recoger las membranas celulares. Éstas se resuspendieron en un volumen 
final de 100 µl de tampón de resuspensión (Tris HCl pH 8,0 50 mM; EDTA 1 mM; β-
Mercaptoetanol 1 mM; glicerol 30%) usando varillas de vidrio y vórtex. 
    La cantidad de proteína se valoró tal y como se explica en el punto 4.1. de esta sec-









    Seguidamente se prepararon las mezclas de reacción empleando [14C] UDP-D-
glucosa como sustrato. Las mezclas de reacción que se prepararon contenían los siguientes 
componentes: 
    Mezcla A (cantidades añadidas por cada muestra): 
H2O: 9 μl 
[14C] UDP-D-glucosa (2x105 cpm/µmol) 5 mM: 5 μl 
Seroalbúmina Bovina 6%: 5 μl 
GTP 6 mM: 1 μl 
Mezcla B (cantidades añadidas por cada muestra): 
H2O: 7 μl 
EDTA 17 mM: 5 μl 
Tris HCl pH 8 50 mM: 3 μl 
Membranas (de cada muestra): 5 μl 
    Se tomaron 20 µl de la mezcla de reacción A y se añadieron 20 µl de la mezcla de re-
acción B de cada muestra en tubos de vidrio. El volumen final de cada reacción fue de 40 µl 
en los que 5 µl correspondían a extractos de membrana de cada muestra. Las reacciones se 
incubaron a 30°C durante 30 minutos. Después de este tiempo las reacciones se pararon aña-
diendo 2,5 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 10% a cada tubo y se incubaron a 4°C durante 
un mínimo de 30 minutos. Después las muestras se filtraron utilizando filtros Watman 
(Watman GF/C) que se lavaron 2 veces con 2,5 ml  de TCA al 10% y una vez con 3-4 ml de 
etanol al 96%. Posteriormente los filtros se introdujeron en viales con 2,5 ml de solución de 
centelleo (OptiPhase “HiSafe”, Wallac). La radioactividad de las muestras se valoró en un 
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6. ANÁLISIS DE LA PARED CELULAR 
6.1. Sensibilidad a la digestión por glucanasas 
   Las estirpes de interés se incubaron en medio rico YES durante toda la noche a 28°C. 
A la mañana siguiente los cultivos se reinocularon a una D.O.600nm de 0,5 y se mantuvieron 
tres horas a 28°C para que las células estuvieran creciendo en fase exponencial (D.O.≈1,0) a la 
hora de comenzar el ensayo. Para realizar el experimento se partió de un volumen de 3 ml de 
cada uno de los cultivos a una D.O.600nm = 2. Para ello fue necesario concentrar el volumen 
necesario de células de los cultivos originales por centrifugación. Una vez recogidas las célu-
las, éstas se lavaron con 5 ml de tampón citrato/fosfato 50 mM (Na2HPO4 7,1 g/l; ácido cítri-
co 11,5 g/l; pH 5,6) y se resuspendieron en 3 ml de este mismo tampón suplementado con 
Zimoliasa 100T a una concentración final de 5 μg/ml. La Zimoliasa 100T es una enzima que 
degrada principalmente el β(1,3)glucano y el galactomanano de la pared celular de S. pombe 
(Perez & Ribas, 2004). Las muestras se incubaron durante cuatro horas a 28°C y durante ese 
tiempo se fue midiendo la densidad óptica de cada muestra cada 30 minutos.  
6.2. Marcaje y fraccionamiento de los polímeros de la pared celular 
     Para analizar la composición de la pared celular de S. pombe se utilizó el método 
descrito por Arellano y colaboradores (Arellano et al, 1996). Las células procedían de cultivos 
creciendo en fase exponencial y se diluyeron con medio sin glucosa hasta una D.O.600 = 0,5 
en un volumen total de 10 ml. Se añadieron 5 µCi (25 µl del stock) de 14C-glucosa a cada 
muestra. Los cultivos se incubaron durante 6 horas  en un baño con agitación a 28°C. Poste-
riormente las células se recogieron por centrifugación a 3000 rpm, durante 5 minutos y a 4°C 
(los tubos se vaciaron vertiéndolos en un recipiente destinado a residuos radiactivos líqui-
dos). Las células se lavaron 2 veces con 1 ml de EDTA 1 mM (a 12000 rpm durante 2 minutos 
a 4°C) y se transfirieron a tubos de 1,5 ml, con cierre de seguridad. Las células se resuspen-
dieron en un volumen final de 1 ml de EDTA 1 mM. Se tomaron 10 μl de estas suspensiones 
y se transfirieron a tubos que contenían 1,2 ml de TCA al 10% (se hicieron duplicados de ca-
da muestra). Las muestras se mantuvieron a 4°C y se denominaron “Alícuota 1” (Set “A”, 
incorporación total). 
    El resto de células se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 minutos a 4°C y se dejó 
un pequeño volumen de sobrenadante para la posterior rotura celular. Las células se rompie-
ron con Ballotini frío en una centrífuga FastPrep 2 veces durante 20 segundos a una veloci-
dad de 5,5 (las muestras se mantuvieron en hielo en todo momento) y posteriormente se aña-
dieron 500 µl de EDTA 1 mM a cada muestra. Los extractos celulares se recogieron pinchan-
do la base del tubo con  una aguja caliente, introduciéndolos en tubos nuevos y centrifugán-
dolos 30 segundos a 3000 rpm y a una temperatura de 4°C. Las muestras se resuspendieron 
en un volumen final de 1 ml de EDTA 1 mM mezclando con el vórtex. Finalmente se toma-
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ron 10 µl de cada suspensión y se añadieron a tubos que contenían 1,2 ml de TCA al 10% (se 
hicieron duplicados de cada muestra) y se mantuvieron a 4°C. Estas muestras se denomina-
ron “Alícuota 2” (Set “B”, incorporación total incompleta). 
    El resto de las muestras se centrifugaron a 1000Xg, durante 10 minutos, a 4°C. Los 
precipitados se lavaron 3 veces con 1 ml de NaCl 2 M (centrifugando a 1000Xg durante 5 mi-
nutos) y una vez con 1 ml de EDTA 1 mM. Después las células se resuspendieron en un volu-
men final de 1 ml con EDTA 1 mM, y 20 µl de esas suspensiones se añadieron a tubos de mi-
crocentrífga que contenían 1,2 ml de TCA 10% (duplicados para cada muestra). Éstos se 
guardaron a 4°C como “Alícuota 3” (Set “C”, pared total). 
    El resto de las muestras se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron 10 minu-
tos a 1000Xg y a 4°C. Después se resuspendieron en un volumen final de 500 µl de EDTA 1 
mM. A continuación se prepararon las siguientes reacciones  enzimáticas en un volumen to-
tal de 200 µl: 
Control (“C”): 50 µl de paredes suplementadas con 50 µl de tampón citrato/fosfato 50 
mM (pH 5,6) y 100 µl de agua. 
Zimoliasa-1 (“Z1”): 100 µl de paredes suplementadas con 50 µl de tampón citrato/
fosfato 50 mM (pH 5,6), 30 µl de agua y 20 µl de Zimoliasa 100T (10 mg/ml en agua). 
Zimoliasa-2 (“Z2”): 100 µl de paredes suplementadas con 50 µl de tampón citrato/
fosfato 50 mM (pH 5,6), 40 µl de agua y 10 µl de Zimoliasa 100T (10 mg/ml en agua). 
Quantazima-1 (“Q1”): 100 µl de paredes suplementadas con 95 µl de tampón Tris 50 
mM (pH 7,5) y 5 µl de Quantazima. 
Quantazima-2 (“Q2”): 100 µl de paredes suplementadas con 97 µl de tampón Tris 50 
mM (pH 7,5) y 3 µl de Quantazima. 
    Las diferentes reacciones se incubaron a 28°C durante 36-40 horas y posteriormente 
se centrifugaron durante 3 minutos a 13000 rpm. 50 µl del sobrenadante de cada una de las 
muestras se transfirieron a viales que contenían 2,5 ml de solución de centelleo (OptiPhase 
“HiSafe”, Wallac) y se midieron directamente en el contador de centelleo (Wallac 1409). Se 
denominaron “Alícuota 4”. 
   El resto de las reacciones se resuspendieron en 1 ml de TCA al 10%. Las muestras se 
llamaron “Alícuota 5”. 
    Todos los precipitados de TCA (Alícuotas 1, 2, 3 y 5) se filtraron con filtros Watman 
(Watman GF/C) que se lavaron 2 veces con 2,5 ml de TCA al 10% y una vez con 3-4 ml de 
etanol al 96%. Posteriormente los filtros se introdujeron en viales con 2,5 ml de solución de 
centelleo. La radioactividad incorporada en todas las muestras se analizó en el contador de 
centelleo. 
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    La Zimoliasa 100T es un complejo enzimático que contiene β-glucanasa y proteasas. 
El precipitado de la incubación con Zimoliasa 100T corresponde por lo tanto al α-glucano 
que no se degrada por esta mezcla enzimática. La Quantazima es una β(1,3)glucanasa recom-
binante. El sobrenadante de la incubación con Quantazima proviene por lo tanto de la degra-
dación del β(1,3)glucano, mientras que en el precipitado de las muestras permanecen el β
(1,6)glucano, el α-glucano y el galactomanano. La diferencia entre los precipitados de Quan-
tazima y Zimoliasa 100T corresponden al galactomanano más el β(1,6)glucano que no se pue-
den separar con el procedimiento utilizado. 
    Los cálculos se realizaron de la siguiente manera: primero se calculó la media del 
valor de las muestras que están por duplicado y posteriormente se hicieron los siguientes 
cálculos para cada “Alícuota”. 
Alícuota 1: 10 µl x 100 = incorporación total 
Alícuota 2: 10 µl x 100 = incorporación total incompleta 
Alícuota 3: 20 µl x 50 = Paredes totales 
Alícuota 4: Sobrenadante 
Control: Degradación espontánea 
Zimoliasa: β-glucano + Manano: 50 µl x 4 x 5 
Quantazima: β-glucano: 50 µl x 4 x 5 
Alícuota 5: Precipitado 
Control: Paredes totales 50 µl x 10 
Zimoliasa: α-glucano 100 µl x 5 
Quantazima: α-glucano + Manano 100 µl x 5 
7. TÉCNICAS MICROSCÓPICAS Y TINCIONES 
7.1. Microscopía de campo claro y de contraste de fases 
    Para la observación de células en campo claro o en contraste de fases se tomaron 
muestras directamente de los cultivos incubados en medio líquido o en placa para su obser-
vación en un microscopio Leica DM RXS. La captación de imágenes obtenidas en este mi-
croscopio se realizó con una cámara digital Leica Qsensys y el programa informático Qfish 
asociado a ella. 
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Tinción con azul de metileno 
   El azul de metileno es un colorante que sólo entra en las que están muertas y han per-
dido la permeabilidad selectiva, de modo que estas células quedan teñidas de color azul, 
mientras que las células intactas no se tiñen con este colorante. En los casos que interesó com-
probar si las células mantenían la integridad celular se tomaron muestras de los cultivos y se 
mezclaron con un volumen igual de una solución de azul de metileno al 0,1%. Las muestras 
se observaron inmediatamente mediante microscopía de campo claro. 
7.2. Microscopía de fluorescencia 
    La observación de muestras con fluorescencia se realizó en un microscopio Leica DM 
RXA mediante la iluminación de las muestras con un sistema de epifluorescencia empleando 
una lámpara de mercurio de 100 W (EBQ100). La captación de las imágenes obtenidas con 
este microscopio se realizó con una cámara digital Leica DM RXS y el programa informático 
Qfish asociado a ella. También se utilizó un equipo Personal DeltaVision Microscope 
(Applied Precision) equipado con un microscopio invertido Olympus IX-70, una lámpara de 
xenón y una cámara Photometrics HQ-2. La captación de imágenes se hizo con el programa 
informático DeltaVision Softworx Resolve3D asociado al sistema. Se usaron los filtros ade-
cuados para dejar pasar la luz UV de una determinada longitud de onda, según los espectros 
de excitación-emisión propios de los fluorocromos o proteínas fluorescentes utilizadas. Las 
imágenes obtenidas de esta manera se procesaron con los programas Adobe Photoshop e 
ImageJ. Las micrografías obtenidas con el sistema DeltaVision son series de 20 planos adqui-
ridos en z a intervalos de 0,2 μm. Las proyecciones máximas que se muestran corresponden a 
los 6-8 planos centrales adquiridos en cada serie. Teniendo en cuenta estas observaciones, en 
cada ensayo realizado en con este microscopio se indica si las imágenes mostradas son pla-
nos medios o proyecciones máximas. 
7.2.1. Fluorescencia directa con proteínas de fusión 
    La proteína verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoácidos proce-
dente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde cuando se 
excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su capacidad 
para emitir luz verde cuando se expresa de forma heteróloga en células eucariotas o proca-
riotas. Por ello suele usarse como sistema de detección de la expresión y localización subcelu-
lar de proteínas in vivo. Para ello es necesario fusionar la secuencia de ADN que codifica esta 
proteína en fase con la del gen de la proteína objeto de estudio y observar la muestra en el 
microscopio de fluorescencia. Existen formas alélicas mutadas de la proteína GFP, como la 
eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein), la cual es más brillante que la versión original 
(λexcitación 488 nm y λemisión 507 nm) que es la que se ha usado en este trabajo. La proteína 
roja fluorescente (RFP), emite luz roja (λexcitación 584 nm y λemisión 607 nm) al ser excitada 
y fue aislada por primera vez de la especie de coral Discosoma striata. 
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Localización de Clc1-GFP en cultivos tratados con Brefeldina A 
   Para bloquear el proceso de secreción en la célula y así poder observar más nítida-
mente la localización de la proteína Clc1p en los lugares de endocitosis se empleó la droga 
Brefeldina A (SIGMA). Éste es un compuesto que inhibe el transporte desde el retículo endo-
plasmático hasta el Golgi (Turi et al, 1994). Se sabe que en neuronas inhibe el transporte des-
de el retículo endoplasmático hasta el aparato de Golgi, pero que no interfiere con el recluta-
miento de AP-2 y clatrina en la membrana plasmática (Krauss et al, 2003). Con este fin se aña-
dió la droga a una concentración final de 100 μM a cultivos líquidos creciendo exponencial-
mente y se incubaron las muestras durante 10 minutos a 30°C. Las solución madre estaba a 
una concentración de 5 mg/ml en etanol al 70%. Estos experimentos se realizaron por dupli-
cado usando un cultivo tratado con etanol al 70% como control. 
7.2.2. Tinción con Calcofluor 
    El Calcofluor es un compuesto que se une a los polímeros con enlaces β(1,3) y β(1,4). 
Por esta razón se usa para teñir la pared celular fúngica y para detectar posibles anomalías 
en dicha estructura. En S. cerevisiae el Calcofluor tiñe esencialmente las zonas de la pared ce-
lular ricas en quitina. En el caso de S. pombe, que no posee cantidades detectables de quitina, 
el Calcofluor se une al β(1,3)glucano con cierta afinidad  y tiñe el septo y  los polos celulares 
(lugares de síntesis activa de pared celular). El Calcofluor es excitado por la luz ultravioleta 
de unos 372 nm de longitud de onda y emite fluorescencia de color azul. La fuente de Calco-
fluor utilizada fue Blancophor BBH (Bayer Corporation). Este colorante se preparó a una 
concentración de 10 mg/ml disolviéndolo en agua con ayuda de unas gotas de KOH 10 N, 
ya que este compuesto precipita a pH ácido. Posteriormente la solución se filtró y se mantu-
vo a 4°C, protegiéndola de la luz. 
    Para proceder a la tinción de las células, 1 ml de un cultivo celular en fase logarítmi-
ca de crecimiento se centrifugó durante 1 minuto a 3000 rpm para recoger las células. Las 
células se lavaron con 1 ml de agua y se resuspendieron en Calcofluor a una concentración 
final de 50 μg/ml y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente las 
células se lavaron dos veces con agua, se resuspendieron en un pequeño volumen y se obser-








7.2.3. Tinción con Hoechst 33258 
    Cuando interesó analizar la distribución de los núcleos celulares se empleó Hoechst 
33258, un colorante que se une preferentemente a las zonas que contienen A-T en el DNA de 
doble cadena y que tras su excitación con luz de longitud de onda de 360 nm, emite fluores-
cencia azul (470 nm). Se utilizó una forma de Hoechst, denominada H33258, que es muy so-
luble, pero que no es muy permeable para las células de S. pombe. De este modo se obtiene 
una tinción simultánea de los núcleos (por tinción específica del ADN) y de la pared celular 
(por tinción inespecífica de la misma por las moléculas de Hoechst que no logran penetrar en 
las células) en células vivas.  
    Para realizar la tinción se tomó 1 ml de un cultivo en fase logarítmica de crecimiento, 
se lavó con 1 ml de agua y las células se resuspendieron en 20 µl de Hoechst 33258 a             
50 µg/ml (preparada a partir de una solución madre de este colorante que estaba a 1 mg/ml 
en agua). Las células se tiñeron de esta manera durante 5-10 minutos a temperatura ambien-
te, se lavaron con agua y se observaron al microscopio de fluorescencia (λexcitación 352 nm; 
λemisión 455 nm). 
7.2.4. Tinción de actina con Rodamina-faloidina y Alexa-fluor 488 
    La faloidina es un extracto de una toxina procedente del hongo Amanita phalloides, 
capaz de unirse a los filamentos de actina (F-actina) con alta afinidad. Aprovechando esta 
propiedad, puede usarse conjugada con un componente fluorescente para detectar la actina 
en la célula. En este caso la faloidina estaba conjugada con el fluorocromo Rodamina que 
emite fluorescencia de color rojo o con el compuesto fluorescente Alexa-fluor 488 que emite 
fluorescencia verde. Las distintas tinciones de actina se realizaron siguiendo las indicaciones 
y modificaciones hechas por F. Chang del protocolo inicial descrito por (Marks & Hyams, 
1985). Se siguió el mismo protocolo para ambas tinciones. Se tomaron 5 ml de un cultivo en 
fase exponencial y se les añadió 1 ml de formaldehído al 16% (libre de metanol, PolyScience) 
para fijar las células y 660 μl de tampón PEM (PIPES 100 mM, EGTA 1 mM, Mg2SO4 1 mM 
pH 6,9). Esta mezcla se incubó en un agitador orbital durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Las células se lavaron 3 veces con tampón PEM y luego se permeabilizaron durante 30 se-
gundos con el mismo tampón suplementado con  Triton X-100 al 1% para permitir que la fa-
loidina conjugada con los distintos marcadores fluorescentes entrara en las células. Las célu-
las se lavaron 3 veces con PEM, se tomó 1 μl de la suspensión de células y se añadieron 4 µl 
de Rodamina-faloidina (Molecular Probes), o de Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) que esta-
ban resuspendidos en tampón PEM. Las muestras se incubaron en oscuridad y rotación du-
rante 45-60 minutos. Éstas se examinaron con el microscopio de fluorescencia. Rhodamina-
faloidina (λexcitación 558 nm; λemisión 575 nm); Alexa-fluor 488 (λexcitación 493 nm; 
λemisión 520 nm). 
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7.2.5. Tinción con Filipin 
   Para observar la distribución de los esteroles de la membrana plasmática se realizó 
una tinción con el colorante Filipin que se une a las regiones de la membrana ricas en dichos 
lípidos, denominadas lipid-rafts. Para ello se partió de cultivos creciendo en fase logarítmica. 
Se tomaron 1,5 ml del cultivo celular y se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto. Las 
células obtenidas se resuspendieron en 100 μl de agua estéril y se añadió 1 μl del colorante 
(concentración final de 50 μg/ml de una solución madre a 5 mg/ml en DMSO; SIGMA). Las 
muestras se observaron inmediatamente al microscopio de fluorescencia ya que el Filipin es 
un compuesto tóxico que afecta a la viabilidad de las células. 
7.2.6. Tinción con FM4-64 
    Para analizar el proceso de endocitosis se empleó la tinción de células vivas con el 
colorante FM4-64 (Vida & Emr, 1995). El FM4-64 [dibromuro de N-(3-trietilamoniopropil)-4-
(6-(dietilamino)fenil) hexatrienil) piridina] es un colorante lipofílico fluorescente que permite 
observar el proceso de endocitosis desde su incorporación a la membrana plasmástica, su 
transporte por la ruta endosomal y su llegada e incorporación a la membrana vacuolar como 
destino final. Esta última característica permite también analizar la morfología de dichos 
orgánulos celulares. 
    Para la tinción con este colorante se partió de cultivos en fase logarítmica de creci-
miento (D.O.600nm 0,8-1,0). Se tomó 1 ml de cultivo de la muestra a estudiar y se centrifugó a 
3000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente se retiró el sobrenadante dejando una pequeña 
cantidad del mismo para resuspender las células. El tubo con la muestra se introdujo en hielo 
de 3 a 5 minutos para así detener el proceso de endocitosis. Una vez transcurrido este tiempo 
se añadieron 1,2 μl de una dilución 1:10 en agua del colorante FM4-64 (Synaptored, Biotium. 
Stock disuelto en agua a 10 mM). Dependiendo del objetivo del estudio se mantuvieron las 
muestras en diferentes condiciones: 
   Para permitir una incorporación eficiente del colorante a la membrana se mantuvie-
ron las muestras en hielo durante 3-5 minutos. A partir de este tiempo se pudieron observar 
claramente las zonas activas de endocitosis en la membrana plasmática, siendo el marcaje 
más intenso en las zonas de los polos y de septación de las células en división. Debido a la 
rápida internalización de este colorante, a los 2 minutos ya se apreciaban endosomas en el 
interior celular. Para ver la envuelta vacuolar fue necesario incubar las muestras un mínimo 






   En aquellos mutantes con defectos en tráfico vesicular fue necesario mayor tiempo de 
incubación tanto para ver los primeros endosomas (de 5 a 30 minutos a 30°C dependiendo 
del mutante a tratar), como para visualizar la incorporación del colorante a la membrana va-
cuolar (de 30 a 180 minutos a 30°C). También fue necesario un incremento en los tiempos de 
incubación cuando se analizaron muestras procedentes de un medio suplementado con sor-
bitol debido a que este medio es muy viscoso y el colorante tiene mayor dificultad para en-
trar en las células. 
   En todos los casos las células se observaron al microscopio de fluorescencia 
(λexcitación 508 nm; λemisión 751 nm) tras la incubación en las condiciones adecuadas. 
7.2.7. Tinción con Lucifer Yellow 
    Con el fin de estudiar la endocitosis de compuestos solubles y de partículas de bajo 
peso molecular (pinocitosis) se tiñeron las células con el colorante vital Lucifer Yellow CH. 
Este colorante de bajo peso molecular es soluble e impermeable a la membrana plasmática, se 
toma por endocitosis y termina por almacenarse en el lumen vacuolar (Riezman, 1985).  
   Se tomaron 1,5 ml del cultivo, se centrifugaron a 3000 rpm y se retiró el sobrenandan-
te. Las células se resuspendieron en 90 µl de medio de cultivo y se añadieron 10 µl del colo-
rante Lucifer Yellow (de una solución a 40 µg/ml en agua. Biotium). Las muestras se incuba-
ron de 15 a 90 minutos a 30°C y seguidamente se lavaron dos veces con 1 ml de agua. Las 
células se resuspendieron en 100 µl de medio de cultivo y se observaron inmediatamente al 
microscopio de fluorescencia (λexcitación 428 nm; λemisión 542 nm).  
7.2.8. Tinción con CDCFDA 
     Para observar la morfología vacuolar se realizaron tinciones con el compuesto 5-6-
carboxi-2´,7´-diclorofluoresceína diacetato (CDCFDA). Este compuesto entra en las células 
por un mecanismo independiente de la endocitosis y se almacena en las vacuolas (Roberts et 
al, 1991). 
   A 1 ml de cultivo creciendo en fase exponencial se le añadió 1 µl de CDCFDA (de una 
solución a 48 mM en DMSO. SIGMA). La muestra se incubó durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente, en oscuridad y con agitación. Pasado ese tiempo las células se lavaron 3 veces 
con 1 ml de medio de cultivo. Posteriormente se resuspendieron en 1 ml de medio y se incu-
baron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se observaron al microsco-
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7.2.9. Microscopía confocal: Recuperación de fuorescencia después de 
“photobleaching” (FRAP) 
   Los experimentos de FRAP se realizaron utilizando un microscopio confocal Spin-
ning disc OLYMPUS IX 81, equipado con una “cabeza” confocal CSUX1-A1 (Yokogawa), un 
objetivo PLan Apo 100x/1,4 para aceite de inmersión y una cámara de adquisición EVOLVE 
de PHOTOMETRICS. El quemado de la fluorescencia se realizó  con un módulo de línea de 
láser iLas (ROPER Scientific).  En estos experimentos se quemaron las zonas de los polos ce-
lulares en su totalidad mediante tres pulsos de láser a máxima potencia. Posteriormente se 
midió la recuperación de la señal de fluorescencia a lo largo del tiempo. Para ello se adquirie-
ron imágenes previamente al quemado de la señal, inmediatamente después y en intervalos 
regulares de 10-15 segundos durante 10-15 minutos. Tanto la adquisición y el tratamiento de 
las imágenes como la obtención y análisis de los datos se llevaron a cabo mediante el progra-
ma de software Metamorph. 
7.3. Microscopía Electrónica 
   La microscopía electrónica se realizó sobre células fijadas en glutaraldehído (EM gra-
de, SIGMA) y teñidas con permanganato potásico al 2% como se describe en (Neiman 1998). 
Las secciones ultrafinas se cortaron empleando un micrótomo Jung Reichert (Leica Mikros-
kopie y System GmbH) y se observaron usando un microscopio electrónico de transmisión 
JEM1010 (Jeol) a 100 kV. 
8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
   El análisis estadístico de los datos se ha llevado a cabo con el programa SPSS Statistic 
17.0. Para comprobar la significación estadística de los resultados obtenidos se realizaron los 
















SECCIÓN 2. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO 
Medios de cultivo de  Schizosaccharomyces pombe: 
Variaciones: 










Medio mínimo más suplementos: Medio mínimo suplementado con los aminoá-
cidos necesarios (adenina, histidina, leucina, lisina y uracilo) a 225 mg/l. 
Medio mínimo + sorbitol: Medio mínimo suplementado con sorbitol 1,2 M. 
Medio mínimo para conjugación: Medio mínimo con menor cantidad de vitami-
nas (0,8 ml/l). 
PMG (Pombe Glutamate Medium): Medio que posee la misma composición que 
el medio mínimo con la variación de la sustitución del NH4Cl por ácido L-
glutámico (3,75 g/l). 
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